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 Los rotavirus constituyen una de las causas más frecuentes de diarrea infantil, 
siendo más prevalentes en niños menores de cinco años (Parashar et al., 2003; Glass 
et al., 2005).   
 El virus posee una doble cápside y un core central que contiene el ARN 
genómico que está compuesto por 11 segmentos de doble cadena que codifican seis 
proteínas estructurales y seis no estructurales. Las características antigénicas de la 
proteína VP6 de la cápside interna han permitido diferenciar 7 serogrupos (A-G), 
siendo el serogrupo A el que infecta predominantemente a la especie humana. La 
proteína VP4, forma dímeros que constituyen las espículas del virión, y la 
glicoproteína VP7 es el principal componente de la cápside externa.  
 Estas proteínas de la cubierta externa (VP7/VP4) determinan la clasificación de 
rotavirus en los denominados serotipos/genotipos G y P. Cuando el método utilizado 
para la detección de estos es inmunológico (anticuerpos policlonales o monoclonales 
tipo-específicos) se habla de serotipos, mientras que si el método de detección es 
molecular (RT-PCR con cebadores tipo-específicos o secuenciación) se denominan 
genotipos.  
 Hasta el momento actual se han descritos 27 genotipos G y 35 genotipos P 
(Matthijnssens et al., 2011). El Grupo de Trabajo de Clasificación de Rotavirus 
(RCWG) ha identificado hasta abril de 2011 nuevos genotipos de VP7 (G20-G27), 
VP4 (P[28]-P[35]), VP6 (I12-I16), VP1 (R5-R9), VP2 (C6-C9), VP3 (M7-M8), 
NSP1 (A15-A16), NSP2 (N6-N9), NSP3 (T8-T12), NSP4 (E12-E14) y NSP5/6 (H7-
H11) (Santos y Hoshino, 2005; Matthijnssens et al., 2011). 
Los cuatro genotipos G más comunes son G1, G2, G3, G4 y dos genotipos P, 
P[4] y P[8]. Desde 1994 se han publicado diferentes estudios que demuestran la 
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aparición de un nuevo genotipo G9 causante de gastroenteritis infantil con una 
amplia distribución geográfica (Arista et al., 1997; Palombo et al., 2000; Zhou et al., 
2001; Fischer et al., 2004; Ansaldi et al., 2007). El genotipo G9 ha sido detectado en 
combinación con P[4] y P[8], pero también ha sido descrito combinado con P[6], 
P[9], P[11] y P[19] (Gentsch et al., 1996).  
Los análisis filogenéticos del gen VP7 de cepas G9 diferenciaron inicialmente 
tres linajes (Laird et al., 2003; Hoshino et al., 2004). El  linaje 1 incluye aislados de 
los años 80; el linaje 2 corresponde a aislados de muestras de heces de recién nacidos 
asintomáticos en la India y el linaje 3 se detecta en aislados actuales alrededor de 
todo el mundo. Posteriormente, se describieron 6 nuevos linajes y 11 sublinajes en el 
genotipo G9 (Rahman et al., 2005; Phan et al., 2007). 
Respecto a las proteínas no estructurales NSP2, NSP5 y NSP6 intervienen en 
la replicación viral. La proteína NSP4 tiene un interés especial, ya que se sabe que 
tiene un papel importante en el proceso de maduración de los viriones, actuando 
como receptor intracelular para VP6. Por otra parte, esta proteína actúa como una 
enterotoxina, siendo capaz por sí sola de producir diarrea en el ratón (Kirkwood y 
Palombo, 1997). 
 
Los genes NSP4 de rotavirus han sido estudiados tanto en cepas de origen 
animal como humano, habiéndose descritos seis genotipos distintos de NSP4 (A-F). 
Los genotipos A, B, C y D se han descrito en mamíferos, mientras que los genotipos 
E y F se han identificado en aislados de aves. Los genotipos A, B y C son los más 
frecuentemente detectados en los seres humanos, especialmente el genotipo B 
(Ciarlet et al., 2000; Mori et al., 2002; Lin y Tian, 2003). 
 
______________________________________________________INTRODUCCIÓN 
 
 
5 
 
 
 
 
1.1. BREVE HISTORIA Y TAXONOMÍA DE LOS ROTAVIRUS 
 En 1973 Bishop et al. describieron un virus en forma de rueda tras la 
observación al microscopio electrónico de cortes de intestino delgado procedentes de 
niños con gastroenteritis (Bishop, 1973). No obstante, diez años antes, en 1963, se 
habían encontrado en la mucosa intestinal de ratones con diarrea unos virus con una 
morfología similar. El virus aislado de los ratones fue llamado virus de la diarrea 
epizoótica de ratones lactantes (EDIM) (Adams y Kraft, 1963). En ese mismo año, 
(Malherbe y Harwin, 1963) aislaron partículas víricas a partir del tejido rectal de un 
mono „vervet‟ sano. El virus fue llamado SA11, del inglés “simian agent 11”. Este 
aislado pudo ser propagado en una línea celular procedente de la misma especie de 
simio. Posteriormente, Mebus y colaboradores demostraron la presencia de otro virus de 
tamaño y morfología similares a los descritos anteriormente en heces de terneros con 
diarrea (Mebus et al., 1969). El virus aislado por Mebus también pudo ser propagado en 
células fetales bovinas (Mebus et al., 1971). Debido a su morfología en forma de rueda, 
estos nuevos virus causantes de gastroenteritis fueron llamados rotavirus, del término en 
latín “rota” que significa rueda. Finalmente, en 1979, Matthews estableció el género 
Rotavirus e incorporó este nuevo género a la familia Reoviridae (Matthews, 1979). Esta 
familia está compuesta por virus de estructura icosaédrica sin envoltura lipídica cuya 
cápside está formada por capas concéntricas de proteínas con un diámetro de entre 60 y 
80 nm. El genoma está cosntituidos por 10 a 12 segmentos de ARN de doble cadena 
(ARNbc) lo que que permite que se produzcan recombinaciones y reordenamientos 
genéticos. La replicación de los virus pertenecientes a la familia Reoviridae tiene lugar 
en el citoplasma celular, en unas estructuras subcelulares ricas en proteínas víricas 
llamadas viroplasma. 
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 Dentro de la familia Reoviridae se agrupan doce géneros diferentes: 
Orthoreovirus, Orbivirus, Rotavirus, Coltivirus, Aquareovirus, Seadorvirus, que afectan 
a vertebrados; Cypovirus, que afectan a invertebrados; Fijivirus, Phytoreovirus y 
Oryzavirus que afectan a plantas, y por último, Idnoreovirus  y Mycoreovirus, que 
afectan a insectos (Tabla 1). 
 
Familia Género Especie tipo 
 
 
 
 
 
 
          Reoviridae 
Aquareovirus  Aquareovirus A 
Cypovirus Cypovirus 1 
Coltivirus Fiebre por garrapatas del 
Colorado 
Fijivirus Virus de la enfermedad de Fiji 
Idnoreovirus  Idnoreovirus  1 
Mycoreovirus Mycoreovirus 1 
Orbivirus Virus de la lengua azul 
Orthoreovirus Orthoreovirus de mamíferos 
Oryzavirus Virus del arroz mellado atrofiado 
Phytoreovirus Virus del arroz enano 
Rotavirus  Rotavirus grupo A 
Seadornavirus Virus Banna  
 
Tabla 1. Géneros clasificados en la familia Reoviridae (VIII Report of the International Committee 
on Taxonomy of Viruses, 2005). 
 
1.2. CARACTERÍSTICAS ESTRUCTURALES Y BIOLÓGICAS 
 Rotavirus constituye un género dentro de la familia Reoviridae, en la que los 
miembros de esta familia comparten características comunes. 
 Estructuralmente, los rotavirus son virus de simetría icosaédrica, de 75 nm de 
diámetro, carentes de membrana lipídica, con tres capas proteicas que conforman la 
cápside vírica, en la que se encuentran las enzimas necesarias para la transcripción de 
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sus ARN mensajeros. 
 El genoma está constituido por 11 segmentos de ARN bicatenario distinguibles 
electroforéticamente, con tamaños que oscilan entre 660 pb (segmento 11) y 3.300 pb 
(segmento 1), que codifican seis proteínas estructurales y seis no estructurales (Figura 
1). Los segmentos genómicos comienzan siempre con una guanina y están seguidos por 
secuencias conservadas en la zona no codificante. La zona codificante de la proteína 
(“open reading frame” ORF), al menos una por cada segmento genómico, se encuentra 
flanqueada por secuencias conservadas no codificantes (Figura 2). Cada segmento de 
ARN genómico codifica al menos una proteína. 
La naturaleza segmentada del ARN facilita los reordenamientos del genoma cuando 
las células se infectan con diferentes cepas de rotavirus. En cuanto a su replicación, se 
realiza en el citoplasma en diferentes regiones de la célula, caracterizadas por contener 
concentraciones diferentes de Ca
2+ 
(Estes et al., 2001). Primeramente, se observan en el 
citoplasma estructuras nuevas llamadas viroplasmas, que corresponden a la acumulación 
de productos virales: proteínas, ARN y partículas virales precursoras que tienen 
solamente dos capas proteicas (DLP). Luego, las DLP entran en el retículo 
endoplasmático (RE) donde terminan su proceso de maduración. Para ello, interactúan 
con un receptor intracelular en la membrana del RE, la proteína NSP4, que corresponde 
a una glicoproteína viral no estructural. La internalización ocurre por gemación donde 
las partículas adquieren transitoriamente una cubierta lipídica que contiene 
constitutivamente la VP7 (proteína estructural). En el transcurso de este evento, la otra 
proteína externa, VP4, está también internalizada desde el citoplasma, probablemente a 
través de una asociación a NSP4 y/o VP7, cuyos detalles se desconocen. Dentro del RE, 
se produce la exclusión de NSP4 y de los lípidos de la membrana. Paralelamente, VP7 y 
VP4 son reubicados sobre las partículas para formar la última capa proteica de la 
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cápside. 
 
Fig. 1. Patrones electroforéticos de ARN viral de distintas cepas de rotavirus en un gel de 
poliacrilamida teñido con nitrato de plata. 
 
   
 
Fig. 2. Estructura de un fragmento génico de rotavirus.  
 
El virus es estable a 20ºC - 40ºC cuando se mantiene en una concentración 1,5 mM 
de calcio, con estabilidad y en un rango de pH de 3 a 9. Este virus puede multiplicarse 
en cultivos celulares con dificultad. La línea celular clásicamente utilizada para su 
cultivo ha sido MA-104, con la incorporación de tripsina (1 µg/ml) al medio (Ramia y 
Sattar, 1980; Wyatt et al., 1983).  
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 En cuanto a su infectividad, la cepa de simio SA11 mantiene la misma a valores de 
pH entre 3,3 y 10, y no es inactivada por éter, cloroformo, fluorocarbonos, proteasas ni 
ciclos de congelación y descongelación (Estes et al., 1983). Pierde infectividad después 
de incubación en Cl2Mg, Cl2Ca, EDTA y tras calentamiento en ClNa durante 15 
minutos a 50ºC. Asimismo, estos virus pierden la cápside externa y son menos 
infectivos bajo la acción de agentes quelantes del calcio (Estes et al., 1979). Entre los 
desinfectantes más efectivos frente a rotavirus se encuentran el etanol al 95% y el 
hipoclorito sódico (Tan y Schnagl, 1981; Abad et al., 1994). Además, se ha demostrado 
que los rotavirus sobreviven al tratamiento estándar con cloro en depósitos de agua 
contaminada (Smith y Gerba, 1982). 
 
1.3. CLASIFICACIÓN DE ROTAVIRUS 
 Los Rotavirus se clasifican en grupos, subgrupos y genotipos según las 
propiedades antigénicas de las proteínas de su cápside. La proteína VP6 es la 
determinante de la especificidad de grupo y de subgrupo. En la antigenicidad de esta 
proteína se basan la mayoría de los ensayos diagnósticos (ELISA, aglutinación de 
partículas de látex, inmunocromatografía). 
 En la  actualidad existen 7 grupos denominados con las letras de la A a la G y los 
subgrupos, I, II, I y II y ni I ni II en el grupo A (Estes, 2001). Los grupos A, B y C son 
los que producen infección en el hombre. Los grupos D, E, F y G únicamente han sido 
descritos en animales hasta el momento (Coulson, 1996). La clasificación en genotipos 
se basa en las diferencias antigénicas de las proteínas de la cubierta externa VP7 y VP4.  
Los genotipos “G”, se denominan así por la naturaleza glicosilada de la proteína VP7 y 
los genotipos “P” por la proteasa de la proteína VP4. 
 Hasta el momento se han descrito 15 genotipos G y 24 genotipos P (Estes et al., 
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2001; Santos y Hoshino, 2005). Los genotipos G1, G2, G3 y G4 son los predominantes 
en todo el mundo (Ciarlet y Liprandi, 1994; Christensen, 1999; Gouvea y Santos, 1999). 
Se han descrito también infecciones por los genotipos G5, G6, G8, G9, G10 y G12 
(Radwan et al., 1997; Santos et al., 1998; Unicomb et al., 1999; Bon et al., 2000). Los 
genotipos circulantes pueden variar dentro de una misma región a lo largo de las 
distintas temporadas (Woods et al., 1992; Haffejee, 1995; Gentsch et al., 1996; Cunliffe 
et al., 2001), hecho que se ha descrito también en nuestro país (Wilhelmi et al., 1999; 
Buesa et al., 2000; Cilla et al., 2000; Tellez et al., 2008; Tellez Castillo et al., 2010). 
 Los serotipos P se han clasificado mediante técnicas de neutralización en 
serotipos y subtipos P: 1A, 1B, 2A, 2B, 3, 4, 5 y 8 (Christensen, 1999). Hoy día se 
utiliza más la clasificación según las técnicas moleculares de genotipado y se 
recomienda incluir en corchetes el número del genotipo para diferenciarlo del serotipo 
determinado por neutralización (Gentsch et al., 1996). Hasta el momento se han descrito 
24 genotipos P en relación con la proteína VP4, siendo los más frecuentes los genotipos 
P[4], P[6], P[8] (Gentsch et al., 1996; Santos et al., 2005). Aunque cabría pensar que los 
genotipos G y P son independientes, existen asociaciones que se repiten con mayor 
frecuencia, como son G1, G3 y G4 con el genotipo P[8] y el G2 con el P[4] (Gentsch et 
al., 1996).  
Recientemente, ha sido propuesto un nuevo sistema de clasificación para 
rotavirus siendo una extensión del aplicado anteriormente (VP4, VP7, VP6 y NSP4), en 
el cual se utiliza la identidad de  los 11 segmentos genómico de ARN (Matthijnssens et 
al., 2008; Matthijnssens et al., 2011), para así definir los diferentes genotipos para cada 
segmento del genoma. Se ha propuesto una nomenclatura para la comparación de 
genomas completos de rotavirus de la siguiente manera: Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-
Tx-Ex-Hx para definir los genotipos de VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-
______________________________________________________INTRODUCCIÓN 
 
 
11 
 
 
 
NSP3-NSP4-NSP5 respectivamente. Este sistema se ha establecido con el fin de 
establecer un orden en los genotipos actuales y en los nuevos genotipos. De esta 
manera, al estudiar los genomas completos de cepas de rotavirus se pueden identificar 
los nuevos genotipos de cada uno de los once segmentos genómicos, ayudando a 
minimizar los errores y evitando duplicaciones. La estrategia propuesta de clasificación 
actual de los genotipos, se presenta en la figura 3.  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3. Diagrama de flujo para la clasificación de los genotipos de rotavirus según el RCWG 
(Rotavirus Classification Working Group). 
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1.4. ESTRUCTURA PROTEICA 
 Las proteínas codificadas por el genoma de rotavirus son seis proteínas 
estructurales que se denominan con las iniciales VP (“viral protein”) seguidas de un 
número (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7) y seis proteínas no estructurales que se 
designan con las iniciales NSP (“non-structural protein”) seguidas de un número 
(NSP1-NSP6) (Figura 4). 
                              
                                
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
VP1
VP2
VP3
VP4
NSP1
VP6
VP7
NSP2
NSP3
NSP4
NSP5
GENOME 
SEGMENTS
ENCODED
PROTEINS
VIRION SCHEMATIC
(Protein Locations)
VP1
VP2
VP3
VP4
VP6
VP7
RECONSTRUCTION
NSP6 (Not Visible,
off bottom of gel)
 
Fig. 4. Estructura tridimensional de la partícula de rotavirus. Numeración de los segmentos 
genómicos que codifican las diferentes proteínas en función de su movilidad electroforética. Y su 
correspondencia con  estas proteinas. 
 
 
 
1.4.1. Proteínas estructurales 
 
 Las proteínas estructurales VP7 y VP4 constituyen la cápside externa. La VP7 
corresponde a la parte lisa de la cubierta y la VP4 a las espículas (VP4 se divide en las 
subunidades VP5* y VP8* debido a la digestión con tripsina). Ambas proteínas son los 
únicos antígenos virales que inducen independientemente la formación de anticuerpos 
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neutralizantes (Yeager et al., 1990; Franco et al., 1996). La cápside interna está formada 
por la proteína VP6, que se distribuye en 260 trímeros, y el core por 120 polipéptidos de 
VP2 distribuidos en 60 dímeros (Estes et al., 2001). En el interior del core se encuentran 
los 11 segmentos genómicos y la ARN polimerasa constituida por las proteínas VP1 y 
VP3 (Figura 5). Cada una de las proteínas estructurales posee una función descrita de 
forma resumida en la tabla 2.  
 
 
 
   
 
 
 
 
 
Fig. 5.  Esquema de proteínas estructurales de rotavirus. 
Tabla 2.  Función y localización de las proteínas estructurales de rotavirus 
Segmento 
genómico 
Proteína Localización Función 
1 VP1 interior del core ARN-polimerasa; forma el complejo 
transcripcional con VP3 
2 VP2 core Unión al ARN, necesario para actividad 
replicasa con VP1 
3 VP3 interior del core Guanililtransferasa; metiltransferasa;  
complejo transcripcional con VP1 
4 VP4(VP5+VP8) cápside externa (espículas) Hemaglutinina, unión a los receptores, 
factor de virulencia; ag. neutralizante P 
6 VP6 cápside interna Antígeno de grupo y subgrupo 
7, 8, 9 VP7 cápside externa Glicoproteína, antígeno inductor de 
anticuerpos neutralizantes (tipo G) 
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1.4.1.1. Proteína VP4 
 La proteína VP4 es el producto del cuarto segmento genómico, no glicosilado. 
Tiene un peso molecular de 88 kDa, encontrándose en la parte más externa de la cápside 
formando dímeros que constituyen las 60 espículas del virión. 
 Posee una longitud de 776 aminoácidos en la mayoría de rotavirus aislados en 
animales, o 775 en el caso de la mayoría de las cepas aisladas en humanos, en las cuales 
falta el aminoácido situado entre las posiciones 134 y 136. Esta proteína es un 
importante determinante antigénico, ya que es capaz de inducir la producción de 
anticuerpos neutralizantes de la infección por rotavirus (Hoshino et al., 1995). Esta 
característica permite la clasificación de los rotavirus del grupo A en diferentes serotipos 
P. También es una proteína clave en la infectividad viral: se ha demostrado que es un 
determinante de virulencia en ratones y cerdos (Espejo et al., 1981; Estes et al., 1981; 
Offit et al., 1986), así como para la inducción de anticuerpos neutralizantes (Hoshino et 
al., 1985; Offit y Blavat, 1986). La VP4 de muchas cepas de origen animal posee la 
capacidad de aglutinar hematíes, actuando como una hemaglutinina viral. No se observa 
esta capacidad hemaglutinante en las cepas de rotavirus humanos. 
La proteína VP4 de rotavirus es escindida en dos polipéptidos por la acción de la 
tripsina. Esta escisión ocurre en aminoácidos conservados (arginina 241 y 247), aunque 
la arginina 247 es el lugar principal de escisión (Lopez et al., 1985). La acción de 
proteasas sobre la proteína VP4 aumenta la infectividad de rotavirus (Ramia y Sattar, 
1980; Espejo et al., 1981; Estes et al., 1981; Wyatt et al., 1983). Se han demostrado 
cambios conformacionales en las espículas de virión al ser incubados éstos con 
concentraciones crecientes de tripsina (Crawford et al., 2001), aunque los cambios 
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estructurales y fisicoquímicos ocurridos en las espículas después de la proteólisis no 
están definidos en tu totalidad.  
Las proteínas VP5* y VP8* son los productos de la proteólisis de esta proteína; 
siendo VP8* el fragmento amino-terminal (28 kDa), y VP5* extremo carboxi-terminal 
(60 kDa) de la proteína VP4 (Figura 6 y 7).  
 
Fig. 6. Representación esquemática de la proteína VP4 de rotavirus. Regiones variables y 
conservadas de la proteína y lugares de corte por tripsina (VP5* y VP8*). 
 
 
Las espículas de VP4  resultan sólo evidentes en las partículas víricas maduras 
tras ser tratadas con tripsina, que genera los fragmentos VP8* y VP5* (Crawford et al., 
2001). Los dos productos de la escisión con tripsina permanecen asociados en el virión, 
aunque la ubicación topográfica exacta de VP5* y VP8* en la espícula han sido motivo 
de controversia. Mediante estudios estructurales de mutantes de escape con un 
anticuerpo monoclonal que identifica VP5* se observó que el extremo distal de la 
espícula contiene un dominio dentro de la región VP5* (Prasad et al., 1990). La 
digestión proteolítica de VP4 activa la infectividad del virus (Estes et al., 1981). Antes 
de ser escindidas, las regiones externas de la VP4 probablemente se encuentran 
flexiblemente plegadas hacia la base de la espícula, que está fijada por la VP7 a la 
cápside interna (Dormitzer et al., 2004). Cada espícula contiene tres copias de VP4. La 
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parte más distal de la espícula parece estar formada por un dímero y encontrarse 
desplazada del eje. La criomicroscopía electrónica ha demostrado que la base consta de 
un trímero de simetría triple (Li et al., 2009). Esta falta de correlación en las simetrías 
sugiere que la estructura de la espícula depende de un estímulo apropiado. 
 
 
Fig.7. Modelo de la estructura de VP4. La secuencia de reordenamientos conformacionales en el 
diagrama comienza con la disociación de VP8*, seguida por la formación de una superficie 
intermedia que origina así un trímero, que se extiende por el lado hidrofóbico a una membrana. 
Esta interacción aumenta el rendimiento de VP5*. Original de Kim et al. (2010) J. Virol. 84:6200-7.  
  
Los estudios realizados recientemente sobre la estructura de VP4 sugieren el 
modelo representado en la Figura 7 (Kim et al., 2010). La VP4 digerida con tripsina 
forma la espícula, en la que existe un “cuerpo” integrado por dos de los tres fragmentos 
de VP5*; dos fragmentos VP8* asociados cubren el extremo hidrofóbico de los 
dominios VP5* agrupados en barril beta. Las tres subunidades VP5* constituyen la base 
C-terminal, que es estabilizada por un trímero de VP7.  
 
1.4.1.2. Proteína VP7 
 La proteína VP7 es la proteína más abundante del virión, ya que constituye el 
30% de la proteína viral (Mattion et al., 1994). El gen de la proteína VP7 codifica 326 
aminoácidos. En la mayoría de las cepas estudiadas es codificada por el segmento 9. La 
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movilidad electroforética de este segmento puede variar, migrando en la posición 7 u 8 
en la cepa RRV o UK, respectivamente (Dyall-Smith y Holmes, 1981). Es una proteína 
glicosilada de la cápside externa del virión de rotavirus. La secuencia de glicosilación 
puede variar de unas cepas a otras (posiciones 69-71), siendo la secuencia Asn-Ser-Thr 
(Kouvelos et al., 1984; Gunn et al., 1985; Nishikawa et al., 1989) (Figura 8). 
 El ORF de 326 aminoácidos comienza con un codón de inicio con una secuencia 
consenso débil, seguido por una zona hidrofóbica (H1) y un segundo codón de inicio en 
fase, esta vez precedido por una secuencia consenso fuerte. Este segundo codón ATG de 
iniciación también va seguido por una zona hidrofóbica (H2). Estas secuencias 
hidrofóbicas actúan dirigiendo a la proteína VP7 hacia el retículo endoplasmático (RE), 
llevándose a cabo su glicosilación durante la entrada de la proteína. El péptido señal que 
dirige la proteína VP7 al RE es escindido en la glicina 51 en la mayoría de las cepas de 
rotavirus, de forma que los dos dominios hidrofóbicos no están presentes en las 
proteínas maduras (Stirzaker et al., 1987). La proteína VP7 al quedar insertada en el 
retículo endoplasmático queda orientada hacia el lumen, y una vez asociada a la 
membrana es resistente a la digestión por estas enzimas. Sin embargo, la proteína VP7 
carece de la secuencia KDEL que se ha visto que promueve la retención en el RE de 
otras proteínas (Munro y Pelham, 1987). 
 En el virión, las moléculas de VP7 se asocian formando trímeros de forma 
triangular rodeando los canales acuosos de la cápside externa con simetría T=13. Los 
trímeros muestran una pequeña depresión en el centro, y están conectados unos con 
otros en los lados. Cada virión tiene 780 moléculas de VP7 (260 trímeros), siendo el 
grosor total de la cápside externa de ~35 Å. 
 VP7 es el antígeno que establece la clasificación de los serotipos G de rotavirus, 
atendiendo a la presencia de anticuerpos neutralizantes que reconocen esta proteína. 
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Fig. 8. Representación esquemática de la proteína VP7 de rotavirus. Dominios hidrofóbicos de la 
proteína (H1, H2); sitio de corte del péptido indicado como Q51. Sitio de glicosilación (aa 69). 
Secuencias conservadas entre cepas del mismo serotipo. 
 
 
 
1.4.2. Proteínas no estructurales 
 
  Las proteínas no estructurales (NSP) de rotavirus son codificadas por diferentes 
segmentos genómicos. Estas proteínas no forman parte de la estructura del virión y son 
sintetizadas en el citoplasma de la célula durante la infección y tienen diferentes 
funciones relacionadas con la replicación viral, control de síntesis de proteínas celulares 
y virales, empaquetamiento de los genes virales y maduración de la partícula viral en el 
interior celular. El papel de las proteínas no estructurales y su correspondiente segmento 
genómico se resume en la siguiente tabla: 
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Segmento 
genómico  
Proteína  Función  
5 NSP1 Unión al citoesqueleto; puede inhibir la 
respuesta del interferón durante la infección  
(Graff et al., 2002) 
7,8,9 NSP3     Replicación viral (ARN); inhibe la síntesis 
proteica celular 
(Padilla-Noriega et al., 2002) 
8 NSP2 Unión a ARN, NTPasa 
(Vende et al., 2002)   
10 NSP4 Receptor intracelular, enterotoxina, 
papel en la morfogénesis 
(Ball et al., 1996; Kirkwood y Palombo, 1997)  
11 NSP5 
 
NSP6 
Replicación viral, interacción con VP2, NSP2 
(Vende et al., 2002) 
Replicación viral, interacción con NSP5 
(Torres-Vega et al., 2000) 
 
Tabla 3. Función de las proteínas no estructurales de rotavirus. 
 
1.4.2.1. Proteína NSP4 
 La proteína no estructural NSP4 es codificada por el segmento 10, consta de 175 
aminoácidos y sirve como receptor intracelular en la membrana del retículo 
endoplasmático de las partículas de doble capa e interactúa con las proteínas de la 
cápside viral (Taylor, 2003). Además, se ha descrito que la proteína NSP4 posee 
actividad  enterotoxigénica, que se encuentra ubicada entre los aminoácidos 114 y 135 
(Ball et al., 1996). Los cambios en su actividad han sido asociados con modificaciones 
en esta región (Ball et al., 1996; Zhang et al., 1998). Sin embargo, muchos estudios han 
demostrado que NSP4 no es un factor determinante de patogenicidad en las infecciones 
por rotavirus (Lee et al., 2000; Lin y Tian, 2003), por lo cual otros estudios han 
intensificado sus investigaciones debido tanto a su intervención en la morfogénesis 
como en la fisiopatología de las infecciones por rotavirus.  
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 En la secuencia de la proteína NSP4 existen dos zonas claramente definidas:  
1) porción amino-terminal: encargadas de dirigir la proteína hacia el retículo 
endoplasmático donde la proteína será glicosilada. Dicha porción posee tres 
zona hidrofóbicas (H1, H2, H3) (Estes, 2001). 
2) porción carboxi-terminal: donde se  encuentran la mayoría de las actividades de 
la proteína NSP4, es hidrofílica y queda expuesta hacia el citoplasma celular 
(Fig. 9).  
 
 
 
Fig.9. Representación esquemática de la proteína NSP4 de rotavirus. Se indican la región del 
péptido toxigénico, los dominios hidrofóbicos (H1, H2, H3), el dominio de unión a VP6 y los sitios de 
glicosilación en la región hidrofóbica (H1), que es la única que queda orientada hacia el lumen. 
 
  
 Como se ha expuesto anteriormente, dentro de las funciones descritas la proteína 
NSP4 actúa como receptor intracelular en el proceso de morfogénesis de rotavirus, para 
que las partículas víricas inmaduras sean internalizadas en el retículo endoplasmático. 
La región de la proteína implicada en este reconocimiento se encuentra en los últimos 
20 aminoácidos de la cola citoplasmática de la proteína (Au et al., 1989; Meyer et al., 
1989; Au et al., 1993; Olivo y Streckert, 1995; Taylor et al., 1996; O'Brien et al., 2000). 
La proteína NSP4 queda retenida en el retículo endoplasmático, bloqueando el tráfico 
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de membranas del retículo endoplasmático hacia el aparato de Golgi (Xu et al., 2000). 
La región implicada en la retención de NSP4 en el aparato de Golgi se encuentra entre 
los aminoácidos 85 y 123 de la región citoplasmática de NSP4 (Mirazimi et al., 2003).  
Otra de las funciones descritas para NSP4 de rotavirus es su capacidad para 
desestabilizar membranas durante la morfogénesis viral, lo que estaría relacionado con 
la pérdida de la envuelta lipídica después de la internalización de partículas inmaduras 
en el retículo endoplasmático. Esta capacidad se encuentra entre los aminoácidos 48 a 
91 de la proteína (Tian et al., 1996; Browne et al., 2000). 
 En 1996 Ball y colaboradores (Ball et al., 1996) describieron la capacidad de 
producir diarrea tanto de la proteína completa como del péptido sintético que contiene 
los aminoácidos 114 a 135 de la proteína NSP4 (péptido NSP4114-135), movilizando el 
calcio del retículo endoplasmático hacia el citoplasma y estimulando así la salida de 
iones cloruro y agua al exterior celular (Tian et al., 1995; Ball et al., 1996; Dong et al., 
1997; Morris et al., 1999), siendo así la primera enterotoxina de origen vírico descrita. 
 De acuerdo con los análisis de la secuencia del gen NSP4 se diferenciaron 
inicialmente seis genotipos: A (KUN), B (Wa), C (AU-1), D (EW) E (PO-13) y F (Ch-1, 
avian-like). Los genotipos A, B y C se detectaron en humanos, mientras que los 
genotipos D, E y F, lo fueron en animales (Mori et al., 2002; Iturriza-Gomara et al., 
2003; Lin y Tian, 2003). Se describió que cada genotipo NSP4 se relaciona con la 
especie animal que infecta (Ciarlet et al., 2000). También se ha observado que las 
combinaciones G1P[8], G3P[8] o G4P[8] pertenecen generalmente a cepas del genotipo 
B, mientras que las cepas del genotipo A presentan generalmente la combinación 
G2P[4] con un electroforetipo corto (Cunliffe et al., 1997). Actualmente se han descrito 
14 genotipos NSP4, denominados E (de enterotoxina): E1-E14 (Matthijnssens et al., 
2011). 
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1.4.2.2. Otras proteínas no estructurales 
 Todas las proteínas no estructurales, excepto NSP4, interaccionan con los ácidos 
nucleicos y están implicadas, al igual que NSP4, en la replicación viral. NSP1 es la 
menos conservada de todas las proteínas víricas, mostrando más variaciones de 
secuencia que VP4 y VP7 (Estes et al., 2001). Contiene un dominio relativamente 
conservado “en dedo de zinc”, pero está ausente en algunas cepas, por lo que no parece 
esencial para la replicación vírica (Okada et al., 1999). NSP1 no es imprescindible para 
la replicación, al menos en cultivo celular, y algunos estudios han implicado este gen 
como factor de virulencia en el ratón (Broome et al., 1993). 
 NSP2 es una NTPasa que se localiza en los viroplasmas, desestabiliza dobles 
hélices y puede estar implicada en la encapsidación de ARN y en la virulencia 
(Taraporewala et al., 1999; Vende et al., 2000).  
 NSP3 se une al extremo 3‟ del ARNm viral y representa el prototipo de una clase 
de proteínas que se unen a secuencias específicas de ARN que sólo requieren 4 
nucleótidos para su reconocimiento (Poncet et al., 1994). NSP3 se une al factor de 
iniciación de la traducción eIF4G e inhibe la síntesis de proteínas celulares, actuando de 
forma similar a la proteína celular PAPB al unirse a poli-A. Además, NSP3 incrementa 
la traducción de los ARNm virales (Vende et al., 2000). 
 NSP5 es una fosfoproteína o-glicosilada que se autoensambla en dímeros y 
posee actividad auto-quinasa (Blackhall et al., 1997). Cuando se coexpresan en células 
no infectadas, NSP2 induce una hiperfosforilación de NSP5 (Afrikanova et al., 1996). 
NSP6 es codificada por un ORF alternativo en el fragmento 11, se acumula en 
viroplasmas e interacciona con VP5 (Torres-Vega et al., 2000). 
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1.5. IMPORTANCIA SANITARIA DE ROTAVIRUS: 
MORBILIDAD Y MORTALIDAD 
 La enfermedad diarreica aguda (EDA) es un problema importante en la 
población infantil, presentándose entre 2,6 y 3,3 episodios/niño/año en menores de 5 
años, y 5 episodios/niño/año en menores de un año (Chaparro et al., 2002)
 
. 
No obstante,  la incidencia de la diarrea en niños menores de 5 años varía según 
la región geográfica y la edad. En los países en vías de desarrollo se puede observar una 
incidencia de 2,2 episodios/niño/año a 10,6 episodios/niño/año en niños menores de dos 
años (Urrestarazu et al., 1999), produciéndose 600.000 muertes anuales por esta causa 
(OMS, 1999).
 
En los países desarrollados la situación cambia, a pesar de que la 
morbilidad sigue siendo alta (38 millones de casos/año), requieren ingreso hospitalario 
un 9% de los niños menores de 5 años y la mortalidad es baja (325-425 casos/año) 
(Alcalde Martin et al., 2002).  
La EDA puede ser producida por diversos agentes, incluyendo bacterias, 
parásitos y virus. Los virus asociados más frecuentemente a las gastroenteritis agudas 
son, en primer lugar, los rotavirus, seguidos de astrovirus, calicivirus (norovirus y 
sapovirus) y adenovirus, sumándose a todos éstos en los últimos años, coronavirus y 
torovirus (Ciruela et al., 2004).
 
 
La infección por rotavirus ocurre en todas las áreas del mundo y es la causa más 
común de diarrea grave en los niños pequeños. Casi todos adquieren la infección antes 
de 3 a 5 años de edad. A las infecciones por rotavirus se atribuyen 111 millones de 
episodios graves de diarrea, que originan 527.000 muertes anuales, lo que constituye el 
29% de todos los fallecimientos por diarrea en niños menores de 5 años (Parashar et al., 
2009). En Europa, entre el 6% y el 11% de todos los ingresos hospitalarios de niños 
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menores de 5 años son debidos a gastroenteritis y entre el 14% y el 54% de los ingresos 
la causa principal es la infección por rotavirus (Berner et al., 1997; Desenclos et al., 
1999; Fischer, 2001; Ehlken et al., 2002; Roman et al., 2003; Tellez Castillo et al., 
2008). 
 En los países industrializados, en los que la mortalidad debida a gastroenteritis 
por rotavirus es muy baja, el impacto de la enfermedad viene dado por su alta 
morbilidad y por la frecuencia de ingresos hospitalarios que produce (Glass, 1996). 
Diversos estudios europeos señalan rotavirus como responsable del 20 al 60% de los 
casos de gastroenteritis que requieren hospitalización, mientras que disminuye su 
porcentaje en los que pueden manejarse de forma ambulatoria (Caprioli et al., 1996; 
Johansen et al., 1999; Koopmans y Brown, 1999; Iturriza-Gomara et al., 2000). En 
Australia se encuentran cifras similares (Barnes et al., 1998). En EEUU se ha estimado 
que uno de cada 73 niños habrá sido hospitalizado por diarrea por rotavirus A en los 
primeros 5 años de vida (Glass et al., 1996) (Tabla 4).  
País Referencia Años Porcentaje de casos 
por rotavirus 
España (Wilhelmi et al., 1999) 1996-1997 45 % 
Reino Unido (Iturriza-Gomara et al., 2000) 1995-1998 81,8 % 
Vietnam (Nguyen et al., 2001) 2000-2003 55 % 
Singapur (Boudville et al., 2006) 1997-2004 92 % 
Brasil (Cardoso et al., 2003) 1986-2000 14,4 % 
Brasil (Santos et al., 2003) 1997-1999 23% 
Colombia (Urbina et al., 2003) 1998-2000 36,6% 
Venezuela (Salinas et al., 2004) 1998-2002 23% 
Argentina (Cuestas Montanes et al., 2005) 2002-2003 45,2 % 
 
Tabla 4. Porcentajes de casos de gastroenteritis infantil producidos por rotavirus. 
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1.6. EPIDEMIOLOGÍA MOLECULAR DE ROTAVIRUS 
 
 La epidemiología molecular se ha definido recientemente como "una ciencia que 
estudia la contribución de los posibles factores de riesgo genéticos y ambientales, 
identificados a nivel molecular, a la etiología, la distribución y la prevención de la 
enfermedad en las familias y en todas las poblaciones". ("What is Molecular 
Epidemiology?". Molecular Epidemiology Homepage. University of Pittsburgh. 28 July 
1998. http://www.pitt.edu/~kkr/molepi.html). 
 
 Este nuevo campo surge por la integración de la biología molecular en la 
investigación epidemiológica tradicional. Los objetivos de la epidemiología molecular 
son muy amplios e incluyen: 
 
- Los estudios descriptivos y analíticos para evaluar las interacciones del medio 
ambiente con el hospedador en la producción de la enfermedad. 
- El desarrollo de estrategias de prevención para el control de las infecciones 
bacterianas, parasitarias y víricas a través del diagnóstico molecular. 
- La prevención de las enfermedades no transmisibles y las enfermedades genéticas 
mediante la evaluación de riesgos y la identificación de individuos susceptibles a través 
de análisis genéticos. 
El logro de estos objetivos depende de la disponibilidad de: 
- equipos de biotecnología avanzada y reactivos para el análisis de los posibles factores 
de riesgo genéticos y ambientales. 
- epidemiólogos moleculares entrenados, capaces de integrar la biología molecular en la 
investigación epidemiológica y en la práctica de la salud pública. 
 Al reconocerse a los rotavirus como la principal causa de gastroenteritis aguda 
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en niños pequeños se promovió pronto la investigación de estas infecciones aplicando 
técnicas moleculares. Inicialmente se realizaron análisis del ARN genómico de las cepas  
de rotavirus mediante la electroforesis de los segmentos genómicos en geles de 
poliacrilamida (PAGE). Otra técnica usada para el estudio epidemiológico es la 
caracterización del genogrupo (“genogrouping”) que consiste en una combinación de 
hibridación de ácidos nucleicos corrida en geles de poliacrilamida, permitiendo 
evidenciar relaciones de homología entre segmentos genómicos de distintas cepas.la 
identificación de genogrupos ha sido útil para clasificar a los rotavirus en grupos que 
comparten gran homología (genogrupos) y para identificar el origen de segmentos 
específicos de RNA en virus con recombinaciones genómicas (“reassortants”), por 
ejemplo aquellos involucrados en transmisión inter-especies. El estudio de genogrupos 
permitió individualizar los tres genogrupos principales de rotavirus humanos: tipo Wa 
“Wa like”, tipo DS-1 “DS-1 like” y tipo AU-1 “AU-1 like”. 
 Actualmente se utiliza la identificación de electroferotipos por PAGE y de 
genogrupos para el seguimiento de la diseminación de las cepas y para el estudio de 
aparición de recombinantes genómicos, respectivamente.    
 
La descripción de perfiles o patrones electroforéticos de las distintas cepas sirve 
para examinar también aislados de diferentes brotes epidémicos, zonas geográficas, 
periodos, etc. Se ha podido constatar en las cepas circulantes de rotavirus en la 
comunidad un alto grado de diversidad genética, como sucede con muchos virus de 
ARN, además de mostrar diferentes genotipos G y P y una variedad de combinantes de 
estos. Mediante otras técnicas como el mapeo de oligonucleótidos y los análisis de 
hibridación se comprobó que estas variaciones estaban enmarcadas en tres mecanismos 
importantes para la evolución genética y diversidad de rotavirus: 1)  “drift” (derivas o 
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deslizamientos), 2) “shift” (saltos o cambios bruscos) y 3) “rearrangement”    
(reordenamiento) (Sanders, 1985).  
 
1) “Drift” (derivas o deslizamientos): la tasa de mutación de rotavirus se ha calculado 
aproximadamente en < 5 x 10
-5
 por nucleótidos por repetición, originando por lo menos 
una mutación en un nuevo genoma de rotavirus (Blackhall et al., 1996 828). Las 
mutaciones puntuales pueden acumularse y dar lugar a variaciones intratípicas 
identificadas por la existencia de linajes dentro de los genes de las proteínas 
estructurales VP7 y VP4 de determinados genotipos G y P. Dichas mutaciones puntuales 
pueden dar lugar a cambios antigénicos, ocasionando la aparición de mutantes de escape 
de anticuerpos.  
2) “Shift” (saltos o cambios bruscos): la infección de una misma célula por más de una 
cepa de rotavirus puede producir una progenie de virus recombinantes (“reassortants”). 
Como las  proteínas estructurales (VP7, VP4 y VP6) son codificadas por diferentes 
segmentos génicos, el número de combinaciones posibles es muy elevado, y muchas de 
estas diferentes combinaciones han sido encontradas “in vivo”. Esta redistribución 
puede contribuir a la diversidad de rotavirus, y hay una evidencia creciente de que el 
reordenamiento se lleva a cabo “in vivo”. También hay evidencias de que el 
reordenamiento, a través de alteraciones en las interacciones proteína-proteína, puede 
dar lugar a cambios en epítopos conformacionales, pudiendo contribuir a la evolución 
de los tipos antigénicos. La transmisión entre especies y la consiguiente aparición de 
fenómenos de recombinación entre rotavirus animales y humanos ocasionan un 
aumento en la diversidad de las cepas circulantes de rotavirus. 
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 3) “Rearrangement“(reordenamiento): consiste en un proceso de formación de 
empalmes (concatémeros) o de truncamientos de los segmentos génicos y sus ORFs, 
ocasionando la producción de nuevas proteínas con funciones que pueden estar 
alteradas, contribuyendo a la evolución de los rotavirus. 
 
Estos mecanismos hacen que los rotavirus puedan sufrir recombinaciones de 
segmentos “in vivo” y reordenamientos, independientemente de los genes responsables, 
lo cual hace que la dotación genética total de un aislado en particular no pueda ser 
asumida “a priori”. Aunque, se observan combinaciones G/P típicas en cada especie 
animal también se ha documentado la circulación de cepas recombiantes con 
combinaciones humanas infrecuentes o con segmentos genómicos adquiridos de cepas 
animales. 
A fin de determinar los genotipos circulantes en una región determinada, lo que 
es imprescindible para el estudio de la evolución viral, su interacción con los huéspedes 
y para el diseño y monitorización de planes de vacunación, se han utilizado técnicas 
inmunológicas y moleculares. Hasta mediados de los años 90 se aplicaron técnicas 
inmunológicas, detectándose generalmente los serotipos G por ELISA con anticuerpos 
monoclonales. Esas técnicas han sido reemplazadas casi totalmente por la tipificación o, 
más estrictamente, la genotipificación por RT-PCR. Esto fue impulsado por los 
inconvenientes de la técnica de ELISA (necesidad de emplear varios monoclonales para 
cada serotipo G para cubrir variantes intratípicas, ausencia de un suministro adecuado 
de anticuerpos fiables anti-serotipos P) y la mayor fiabilidad y adaptabilidad de la RT-
PCR 
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En Europa, la Red Europea de Vigilancia de Rotavirus (EuroRotaNet) está 
proporcionando información sobre la diversidad de las cepas de rotavirus circulantes en 
el continente, permitiendo establecer comparaciones entre los genotipos circulantes en 
los distintos países, con y sin programas universales de vacunación frente a rotavirus, 
para así conocer mejor la epidemiologia molecular y la evolución genética de estos 
virus.  
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2. OBJETIVOS 
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 En el presente estudio se pretende analizar la epidemiología molecular de la 
infección por rotavirus en el periodo 2005-2009 en tres ciudades de la Comunidad 
Valenciana (Valencia, Sagunto y Castellón), así como realizar un análisis filogenético de 
la variación de secuencias de dos proteínas virales, VP7 y NSP4. Los objetivos 
específicos propuestos son los siguientes: 
 
 
1. Caracterizar los genotipos G (VP7) y P (VP4) de las cepas de rotavirus detectadas en 
nuestra área geográfica (Valencia y Castellón) durante cuatro periodos (2005-06, 2006-
07, 2007-08, 2008-09) y determinar los genotipos más prevalentes en la población 
estudiada, investigando especialmente las cepas del genotipo G9. 
2. Describir los datos demográficos de la población con infección por rotavirus, 
atendiendo a la edad y al sexo. 
3. Estudiar la variabilidad de los genes codificantes de las proteínas estructural VP7 y 
no estructural NSP4 de las cepas de rotavirus G9 detectadas a lo largo del tiempo de 
estudio (2005-09). 
4. Analizar filogenéticamente los genes de las proteínas VP7 y NSP4 de las cepas de 
rotavirus G9. 
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3. CAPÍTULO I 
 
EPIDEMIOLOGÍA MOLECULAR DE ROTAVIRUS EN 
TRES DEPARTAMENTOS DE SALUD DE LA 
COMUNIDAD VALENCIANA (2005-2009) 
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3.1. ANTECEDENTES 
Las infecciones por rotavirus afectan principalmente en la edad pediátrica y 
constituyen la primera causa de gastroenteritis en niños. Antes de los 5 años, el 95 % de 
los niños se habrán infectado por este virus (Parashar et al., 2003; Glass et al., 2005). 
La distribución de genotipos de rotavirus es muy variable según la región geográfica 
y el periodo de tiempo analizado, como se ha demostrado en numerosos estudios (Tabla 
5). Aunque en los diferentes trabajos revisados la combinación G1P[8] ha sido la más 
prevalente a lo largo del tiempo en diferentes partes de mundo, se observa claramente 
que dentro de una misma región pueden circular simultáneamente distintas 
combinaciones de genotipos (Buesa et al., 2000; Cilla et al., 2000; Sanchez-Fauquier et 
al., 2004). 
La importancia de estos estudios radica en el conocimiento de las variaciones de los 
tipos antigénicos circulantes y la aparición o emergencia de nuevos genotipos (como por 
ejemplo G9 o G12), lo cual puede influir en las estrategias de vacunación. De la misma 
manera, también sirve para comprender el papel del sistema inmunológico en la 
protección frente a la infección, y de esa forma monitorizar las campañas de vacunación 
para la protección frente a rotavirus. 
La realización de estos estudios ha permitido comprobar las variaciones en la 
evolución de los genotipos a través del tiempo. Un ejemplo de ello lo constituye la 
aparición del genotipo G9 en los últimos años, que se ha detectado en diversos países de 
Europa y de todo el mundo, convirtiéndose en el más prevalente en España durante el 
periodo 2005-06 (Sanchez-Fauquier et al., 2006; Tellez et al., 2008). 
En Europa se ha organizado la Red Europea de Vigilancia de Rotavirus, 
EuroRotaNet, compuesta por 16 laboratorios de 15 países, en la que participa nuestro 
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grupo. Esta Red Europea se creó en enero de 2007 para recoger información sobre cepas 
de rotavirus circulantes en Europa. Los objetivos específicos de la EuroRotaNet son los 
siguientes: (1) desarrollar métodos y algoritmos para la caracterización de rotavirus 
(VP4, VP7, VP6 y NSP4), (2) supervisar la eficacia de los métodos de genotipado, (3) 
describir la epidemiología molecular de las infecciones por rotavirus en Europa durante 
temporadas consecutivas, a través de la tipificación de genotipos de las cepas de 
rotavirus recogidas en cada país, (4) controlar la aparición y propagación de las nuevas 
cepas de rotavirus, y (5) desarrollar la infraestructura para futuras actividades de 
vigilancia y de evaluación de: (a) la eficacia de las vacunas frente a rotavirus en la 
población general, a través de su monitorización, y (b) la aparición de genotipos 
distintos de los incluidos en la vacuna, y/o reordenamientos de cepas vacunales con las 
cepas circulantes (Iturriza-Gomara et al., 2009). 
Los datos recogidos por la EuroRotaNet proporcionarán una información valiosa 
sobre la diversidad de las cepas de rotavirus circulantes en Europa antes de la 
introducción de las vacunas, y esta red permitirá asimismo la supervisión de las mismas 
durante la aplicación de las vacunas. Por otra parte, como la vacunación contra rotavirus 
no se ha introducido con los mismos criterios en toda Europa, será posible establecer 
comparaciones entre los genotipos circulantes en los distintos países con y sin 
programas universales de vacunación contra rotavirus. 
Actualmente, tras diferentes estudios filogenéticos de secuencias analizadas por 
los miembros del Rotavirus Classification Working Group (RCWG), se han descrito 
nuevos genotipos de rotavirus (VP7) (Figura 10). 
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Fig. 10. Dendrograma de genotipos VP7 del RCWG (Rotavirus Classification Working 
Group). Se ha construido por el método Neighbor-joining a partir de las secuencias 
nucleotídicas del gen VP7. Se muestran los valores de “bootstrap” (1.000 réplicas). Algunos 
“clusters” se representan con triángulos en los que la altura del triángulo simboliza el 
número de secuencias y la anchura la diversidad genética dentro del “cluster” (Matthijnssens 
et al., 2008). 
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Tabla 5.  Distribución temporal y espacial de rotavirus en diferentes años y países. 
País Años Genotipos Referencias 
  Reino Unido  1995-1998     G1P[8]    74,0 % 
    G1P[4]     1,1  %  
    G2P[4]   11,2  % 
    G3P[8]     3,3  % 
    G4P[8]     6,2  % 
    G9P[8]     2,1  % 
    G9P[6]     0,9  % 
 
(Iturriza-Gomara et al., 2000) 
  España 1996-1999     G1P[8]   42,7  % 
    G2P[4]     5,5  %  
    G3P[8]     2,0  % 
    G4P[8]    36,5 % 
(Buesa et al., 2000) 
  Holanda 1997-2001     G1P[8]   69,1 % 
    G2P[4]     6,4 % 
    G3P[8]     4,5 % 
    G4P[8]     7,3 % 
 
(van der Heide et al., 2005) 
  Paraguay  1998-2000     G1P[8]   10,9  % 
    G4P[8]   46,9  % 
    G9P[8]   17,2  % 
(Parra et al., 2005) 
  Dinamarca 2000-2002     G1P[8]   27,8  % 
    G1P[4]     4,3  %  
    G2P[4]    16,0 % 
    G4P[8]      8,0 % 
    G9P[8]     7,4  % 
 
 (Fischer et al., 2005) 
  Brasil  2000-2002     G1P[8]    77,8 % 
    G1P[6]     5,6  %  
    G4P[8]     5,6  % 
    G9P[8]    11,1  % 
(Costa et al., 2004)  
  Colombia 2004     G1P[8]     5,3  % 
    G1P[4]     5,3  %  
    G2P[4]     1,8  % 
    G3P[4]     8,8  % 
    G9P[4]     1,8  % 
    G9P[6]     7,0  % 
(Urbina et al., 2004) 
  Japón 2005-2006     G1P[8]    70,1 % 
    G1P[4]     2,6  %  
    G2P[4]     2,6  % 
    G3P[8]    17,9  % 
    G9P[8]      6,8  % 
(Phan et al., 2007)  
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3.2. MATERIAL Y MÉTODOS 
3.2.1. Población de estudio  
 Pacientes con gastroenteritis aguda por rotavirus diagnosticados en los Servicios 
de Microbiología del Hospital General de Castellón (HGC), Hospital de Sagunto y 
Hospital Clínico Universitario de Valencia (HCUV) desde octubre de 2005 hasta 
septiembre de 2009. 
 
3.2.2. Ámbito de estudio  
 El estudio se llevó a cabo en el Departamento de Microbiología de la Facultad 
de Medicina de la Universidad de Valencia, donde se recibieron las muestras de heces 
previamente analizadas en los laboratorios de los Servicios de Microbiología Clínica del 
Hospital General de Castellón (Departamento de Salud 02), Hospital de Sagunto 
(Departamento de Salud 04) y Hospital Clínico Universitario de Valencia 
(Departamento de Salud 05). Dichos hospitales atienden a una población de 285.309 
habitantes, 145.884 habitantes y 345.401 habitantes, respectivamente.  
 
3.2.3. Criterios de inclusión y exclusión 
Se seleccionaron las muestras de heces correspondientes a pacientes que 
presentaban cuadro clínico y diagnóstico de gastroenteritis por rotavirus. Se excluyeron  
las muestras de un mismo sujeto con un intervalo inferior a 15 días entre ellas, por 
considerarlas pertenecientes a un mismo episodio diarreico, así como aquellas de las 
que se carecía de los datos demográficos completos (edad, sexo, procedencia, mes y 
año). 
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3.2.4. Muestras clínicas 
   3.2.4.1. Obtención de las muestras 
La recogida de heces se realizó durante las 24 horas siguientes a ser atendidos 
los pacientes. 
Se han obtenido un total 648 muestras, 316 del Hospital Clínico Universitario de 
Valencia,  251 del Hospital General de Castellón y 81 del Hospital de Sagunto.  
   3.2.4.2. Conservación 
Las muestras de heces se conservaron a 4ºC si su procesamiento iba a realizarse 
en un periodo breve de tiempo, y congeladas a -20ºC para periodos más prolongados. 
3.2.5. Procesamiento microbiológico  
   3.2.5.1. Estudio bacteriológico 
En la mayoría de los casos se realizó coprocultivo para estudio de bacterias 
enteropatógenas (Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp., Aeromonas spp. y 
Campylobacter spp.). 
   3.2.5.2. Estudio virológico 
  El análisis virológico incluyó estudio de rotavirus del grupo A y adenovirus 
40/41. 
La determinación de rotavirus en heces se efectuó por ELISA (Premier 
Rotaclone®, Meridian Bioscience) o inmunocromatografía (VIKIA® ROTA-ADENO 
de BioMeriéux y SIMPLE ROTA-ADENO de Operon). 
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3.2.6. Análisis molecular de cepas de rotavirus 
3.2.6.1. Extracción del ARN vírico 
El aislamiento y purificación de los ácidos nucleicos víricos a partir de las 
muestras de heces se realizó por el método de fenol-cloroformo y purificación con 
celulosa CF11 (Wilde et al., 1990).  
El procedimiento consiste en: 
- Mezclar 450 µl de suspensión fecal diluida al 10-20 % en PBS con 50 µl de 1M 
acetato sódico pH 5,0 con 1 % SDS, incubando 10 minutos a 37 ºC.   
- Añadir 500 µl de mezcla fenol-cloroformo (3:2),  mezclar y centrifugar 10 minutos a 
13.000 rpm, mezclando la fase acuosa con 80 µl etanol de 95%.  
 - Agregar 30 mg de CF11 celulosa (Sigma), agitar intensamente y dejar  90 minutos a 
4 ºC o temperatura ambiente.  
- Centrifugar a 9.000 r.p.m. durante 1 minuto, desechar el sobrenadante y lavar tres 
veces el sedimento con 500 µl de tampón STE con 15 % de etanol (vol/vol), y 
centrifugar  de nuevo a 9.000 r.p.m durante 1 minuto después de cada lavado. Luego 
lavar con STE sin etanol para eluir el ARN de la celulosa y centrifugar 5 minutos  para 
sedimentar la CF11 celulosa.  
- Añadir al sobrenadante 1/10 volumen de acetato sódico 3M pH 5,2 y agregar 2 
volúmenes de etanol absoluto frío, dejando precipitar a -20 ºC 2 horas. Finalmente, 
centrifugar a 13.000 r.p.m. durante 15 minutos. Secar el sedimento, que contiene el 
ARN vírico ligado a la matriz, a 45ºC 30 minutos, disolver en 50 µl de agua desionizada 
(mQ) y conservar a 20 ºC para posteriormente realizar la caracterización de los 
genotipos G y P.  
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3.2.6.2. Reacción de transcripción inversa para síntesis de ADNc 
Para genotipar el gen de la glicoproteína VP7 (G) mediante RT-PCR, se realizó 
una retrotranscripción con cebadores aleatorios (“random primers”) y posterior 
amplificación con los oligonucleótidos descritos por Gouvea et al. (1990).  
1.- Añadir 1 µl de DMSO a 9 µl de extracto de ácidos nucleicos, choque térmico 
a 65 ºC durante 5 min, y mantenimiento a 4 ºC 2 min.  
 2.- Reacción para RT (volumen total 20 µl):  
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
3.- Agregar 20 µl de la solución “master” de RT al extracto de acidos nucleicos 
(10 µl), incubándose 10 minutos a temperatura ambiente, para incubar después 
35 minutos a 42 ºC; posteriormente  4 ºC  durante 5 minutos y luego a 92 ºC 
durante 2 minutos para la inactivar la transcriptasa inversa. 
 
 
 
 
Tampón  RT 10X   6 µl 
Inhibidor de RNAsas (Promega)  0,25 µl 
“Random primers” (50 µM, Invitrogen) 0,5 µl 
dNTPs (10 mM, Pharmacia)  1 µl 
RT-AMV (200 U/µl, Promega) 0,5 µl 
H2O DEPC 11,75 µl 
Total  20 µl 
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3.2.6.3. Tipificación del gen de la VP7 (G) 
1ª PCR de VP7, amplificación de VP7 
Se amplificaba el ADNc mediante cebadores específicos (VP7-F) y (VP7-R) 
(Gomara et al., 2001): 
 VP7-F:   5' ATG TAT GGT ATT GAA TAT ACC AC 3' (nt 51-71) 
 VP7-R:   5' AAC TTG CCA CCA TTT TTT CC 3'             (nt 914-932) 
Producto de la amplificación: 882 pb 
 Mezcla de la reacción: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Protocolo de PCR: 
 Un ciclo inicial de 2 minutos a 94 ºC 
 35 ciclos de: 1 minuto a 94 ºC, 1 minuto a 50 ºC y 1 minuto a 72 ºC 
 Un ciclo final de 7 minutos a 72 ºC 
 Visualización: 
 Gel de agarosa al 1,5% (p/v) en buffer TBE 
 80 V durante 45 minutos 
Tampón de PCR 10X  5 µl 
MgCl2 50 mM 2 µl 
dNTPs (10 mM, 
Pharmacia) 
1 µl 
VP7-F (10 µM) 1 µl 
VP7-R (10 µM) 1 µl 
H2O 34,5 µl 
Taq polimerasa (5 U/µl 
Biotools)  
0,5 µl 
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2ª PCR de VP7, G múltiple 
Una vez obtenido el producto de la primera reacción de PCR, se sometía a una 
segunda PCR según la región hipervariable del gen (Gouvea et al., 1990; Das et al., 
1994), utilizando un cebador común a todos ellos (VP7-R) y uno específico para cada 
uno de los genotipos estudiados que generaban un amplímero de tamaño característico 
para cada genotipo. Se usaban cebadores específicos para los genotipos G: G1-G4, G8-
G10 y G12  (Gouvea et al., 1990; Iturriza Gomara et al., 2004; Aladin et al., 2010). 
Las secuencias de los oligonucleótidos utilizados en la caracterización de los 
genotipos G se exponen en la tabla 6 y figura 11. 
 
Tabla 6.  Oligonucleótidos para identificar por PCR el genotipo de VP7 
Cebador Secuencia Nt Amplicón 
Genotipo G1 5' CAA GTA CTC AAA TCA ATG ATG G 3' 314-335 619 pb 
Genotipo G2 5' CAA TGA TAT TAA CAC ATT TTC TGT G 3' 411-435 522 pb 
Genotipo G3 5' ACG AAC TCA ACA CGA GAG G 3' 250-269 683 pb 
Genotipo G4 5' CGT TTC TGG TGA GGA GTT G 3' 480-499 453 pb 
Genotipo G8 5' TTR TCG CAC CAT TTG TGA AAT 3' 176-198 757 pb 
Genotipo G9 5’ CTT GAT GTG ACT AYA AAT AC 3’ 757-776 176 pb 
Genotipo G10 5’ ATG TCA GAC TAC ARA TAC TGG 3’ 666-687 267 pb 
Genotipo G12 5’ GGT TAT GTA ATC CGA TGG ACG 3’ 536-557 397 pb 
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Fig. 11. Esquema de la amplificación de fragmentos de PCR correspondientes a ocho genotipos G 
de rotavirus (G1 a G4, G8, G9, G10 y G12) identificables por su tamaño mediante análisis por 
electroforesis en gel de agarosa. 
 
 
A partir del producto amplificado de las muestras en las que se detectaron rotavirus 
mediante la RT-PCR del fragmento del gen VP7, se llevó a cabo la siguiente reacción:  
 
 
 
 
51 176 250 314 411 480 536 666 757 932 
5’ 
1 1062 
3’ 
NT 
882 pb 
757 pb 
683 pb 
619 pb 
522 pb 
453 pb 
397 pb 
267 pb 
176 pb 
Genotipo G1 
Genotipo G10 
Genotipo G12 
Genotipo G4 
Genotipo G2 
Genotipo G9 
Genotipo G3 
Genotipo G8 
Amplificación 
Amplicón 1ª PCR de VP7 
Cebador 
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1. Mezclar 1 µl del ADNc con 49 µl de una solución conteniendo: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. En un termociclador “Gene” se realiza un ciclo de desnaturalización (4 min a 
94ºC), 30 ciclos de amplificación (1 min a 94 ºC, 2 minutos a 42 ºC y 1 min a 
72ºC) y un ciclo de extensión final (7 min a 72 ºC).  
 
Tampón de PCR 10X   5 µl 
MgCl2 50 mM  2,5 µl 
dNTPs  
(10 mM, Pharmacia) 
0,5 µl 
VP7-R 1 µl 
G1 (aBT1) 1 µl 
G2 (aCT2) 1 µl 
G3 (aET3) 1 µl 
G4 (aDT4) 1 µl 
G8 (aAT8) 1 µl 
G9 (aFT9) 1 µl 
G10  1 µl 
G12 1 µl 
Agua desionizada mQ 31,5 µl 
Taq polimerasa (5 U/µl 
Biotools) 
0,5 µl 
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Posteriormente se analizaban los productos amplificados mediante electroforesis 
en gel de agarosa al 1,5 % (p/v) en tampón Tris-borato-EDTA (TBE) 0,5 X con bromuro 
de etidio 0.5 % durante 1 h a 70 voltios. Los amplificados se observaban con un 
captador de imágenes conectado a un transiluminador de luz ultravioleta (Gelprinter 
Ultra, T.D.I.).  
 
3.2.6.4. Tipificación del gen de la VP4 (P) 
El genotipado de VP4 (P) se llevó a cabo mediante RT-PCR semi-anidada, 
mediante oligonucleótidos descritos por (Gentsch et al., 1992; Iturriza Gomara et al., 
2004) (Tabla 7). Una vez obtenido el producto de la primera reacción de PCR, se 
sometían a una segunda PCR con oligonucleótidos especificos de cada genotipo P según 
la región hipervariable del gen (Figura 12).  
 
Tabla 7. Oligonucleótidos utilizados, primera y segunda PCR, VP4 
Oligonucleótido Secuencia (5'-3') Posición 
Primera PCR: 
VP4-F TAT GCT CCA GTN AAT TGG 132-149 
VP4-R ATT GCA TTT CTT TCC ATA ATG 775-795 
Segunda PCR: 
VP4-F TAT GCT CCA GTN AAT TGG 132-149 
P[4]  2T-1 CTA TTG TTA GAG GTT AGA GTC 474-494 
P[6]  3T-1 TGT TGA TTA GTT GGA TTC AA 259-278 
P[8]  1T-1D TCT ACT GGR TTR ACN TGC 339-356 
P[9]  4T-1 TGA GAC ATG CAA TTG GAC 385-402 
P[10] 5T-1 ATC ATA GTT AGT AGT CGG 575-594 
P[11] GTA AAC ATC CAG AAT GTG 305-323 
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Fig. 12. Esquema de la amplificación de fragmentos de PCR correspondientes a seis genotipos P de 
rotavirus (P[4], P[6], P[8], P[9], P10], P[11]) identificables por su tamaño mediante  electroforesis 
en gel de agarosa. 
 
Se siguió el siguiente procedimiento: 
 1.- Mezclar 5 µl del ADNc con 45 µl de una solución conteniendo:  
 
 
 
 
 
 
 
 
Tampón de PCR 10X  5 µl 
MgCl2 50 mM 2 µl 
dNTPs (10 mM, 
Pharmacia) 
1 µl 
VP4-F 1 µl 
VP4-R 1 µl 
H2O 34,5 µl 
Taq polimerasa (5 U/µl 
Biotools) 
0‟5 µl 
 
132 278 323 356 402 494 594 795 
5’ 3’ 
N
T 
1 2359 
 
Amplificación 
664 pb 
463 pb 
363 pb 
271 pb 
225 pb 
192 pb 
147 pb 
Genotipo P[10] 
Genotipo P[4] 
Genotipo P[9] 
Genotipo P[8] 
Genotipo P[11] 
Genotipo P[6] 
Cebador 
Amplicón 1ª PCR de VP4 
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2.- Se realiza en un termociclador secuencialmente una primera fase  un ciclo de 
desnaturalización (2 minutos a 94 ºC), 35 ciclos de amplificación (1 minuto a 94 ºC, 2 
minutos a 50 ºC y 1 minutos a 72 ºC) y un ciclo de extensión final (7 minutos a 72 ºC).  
 
 3.- Un volumen de 1 µl de esta primera reacción de PCR es sometida a la 
segunda PCR con 49 µl de una solución que contiene 10x tampón de reacción (5 µl); 50 
mM MgCl2 (2 µl); 10 mM dNTPs (0,5 µl); oligonucleótidos VP4F, P[4], P[6], P[8], 
P[9], P[10], P[11] (1 µmol respectivamente), agua DEPC 33 µl y Taq ADN polimerasa 
(0,5 µl). 
   
 
 Se visualiza el producto obtenido de la misma manera del genotipado de la VP4.  
 
3.3. RESULTADOS 
  
 Durante el periodo de estudio se analizaron 648 muestras de heces procedentes 
de:  
 Hospital Clínico Universitario de Valencia: 316 muestras,  
 Hospital de General de Castellón: 251 muestras, y  
 Hospital de Sagunto: 81 muestras. 
 La distribución por sexo de los pacientes infectados fue de 325 niños (50,15%) y 
323 niñas (49,84%).  
La edad media fue de 1,6 años y el porcentaje de infección  por grupo de edad: 
41 % en menores de un año, 53,4 % de 1 a 4 años, 2,7 % de 5 a 9 años y 2,9 % de 10 a 
14 años (Tabla 8). 
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Dentro del  grupo con mayor porcentaje de infección (1-4 años), se observó una 
mayor porcentaje en los pacientes de un año de edad con un 28 %, seguidos por los de 2 
años con un  26 %  (Tabla 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 8. Distribución de la infección por rotavirus por grupos de edad. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 9. Distribución de infección por rotavirus  por edades en el grupo de edad 1 – 4 años. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Grupos  Enfermos Porcentaje 
< 1 año 265 41 
1 - 4 años 346 53,4  
5 - 9 años 18 2,7 
10 -14 años 19 2,9 
Total 648              100 
Grupos Enfermos Porcentaje 
1 año 97 28 
2 años 90 26 
3 años 81 23,4 
4 años 78 22,5 
Totales 346              100 
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3.3.1. Genotipo G 
 
Se identificó el genotipo G (VP7) en 581 muestras, lo que correspondió a un 
89,6 %. No se logró identificar el genotipo G en 67 muestras (10,3 %). De los genotipos 
caracterizados, el genotipo G9 fue claramente el predominante, detectándose en 306 
casos, seguido del genotipo G1 en  215, G2 en 41, G3 en 15, G4 en 12, G6 en 1 y G8 en 
1. Se observó la presencia de infección mixta por los genotipos G1-G9 en 13 casos, G3-
G9 en 7 y G1-G4 en 1. 
 
 Durante los años 2005-2006, el genotipo G9 se detectó en 173 casos, G1 en 21 
casos, G2 en 2 casos, G3 en 1 caso y G4 en ningún caso. No se logró identificar el 
genotipo G en 11 muestras. Cuatro casos contenían más de un genotipo G: G1 + G9 y 
G3 + G9 (Tabla 10 y figura 13). 
 
 
 
 
 
 
 
                        
Tabla 10.  Distribución de genotipos G identificados en los años 2005-2006. 
 
 
 
 
GENOTIPOS G 
Nº 
Muestras Porcentaje 
Genotipo G1 21 9,9 
Genotipo G2 2 0,9 
Genotipo G3 1 0,5 
Genotipo G4 0 0,0 
Genotipo G9 173 81,6 
Genotipos mixtos G1 + G9 2 0,9 
Genotipos mixtos G3 + G9 2 0,9 
No tipadas 11 5,2 
Total 212 100 
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   Fig. 13.  Distribución de genotipos G identificados en los años 2005-2006. 
 
Durante los años 2006-2007, el genotipo G9 se detectó en 123 casos, G1 en 39 
casos, G2 en 8 casos, G3 en 3 casos y G4 en ningún caso. No se logro identificar el 
genotipo G en estos años en 5 muestras. Once muestras contenían más de un genotipo 
G: G1 + G9 y G3 + G9 (Tabla 11 y figura 14). 
 
GENOTIPOS G 
Nº 
Muestras Porcentaje 
 Genotipo G1 39 20,6 
Genotipo G2 8 4,2 
Genotipo G3 3 1,6 
Genotipo G4 0 58,0 
Genotipo G9 123 65,1 
Genotipos mixtos G1 + G9 10 5,3 
Genotipos mixtos G3 + G9 1 0,5 
No tipadas 5 2,6 
Total 189 100 
 
        Tabla 11.  Distribución de genotipos G identificados en los año 2006-2007. 
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Fig. 14. Distribución de genotipos G identificados en los años 2006-2007. 
 
En los años 2007-2008, el genotipo G9 se detectó en 10 casos, G1 en 96 casos, 
G2 en 5 casos, G3 en 10 casos, G4 en 2 casos y G6 en 1 caso. No se logró caracterizar 
el genotipo G en estos años en 9 muestras. Cinco casos contenían más de un genotipo 
G: G1 + G9 y G3 + G9 (Tabla 12 y figura 15). 
 
 
GENOTIPOS G 
Nº 
Muestras Porcentaje 
Genotipo G1 96 69,6 
Genotipo G2 5 3,6 
Genotipo G3 10 7,2 
Genotipo G4 2 1,4 
Genotipo G8 0 0,0 
Genotipo G9 10 7,2 
Genotipo G6 1 0,7 
Genotipos mixtos G1 + G9 1 0,7 
Genotipos mixtos G3 + G9 4 2,9 
No tipadas 9 6,5 
Total 138 100 
        
  Tabla 12. Distribución de genotipos G identificados en los años 2007-2008. 
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Fig. 15. Distribución de genotipos G identificados en los años 2007-2008. 
 
En el periodo 2008-2009, G9 no se detectó en ningún caso, G1 en 59 casos, G2 
en 26 casos, G3 en1 caso, G4 en 10 casos y G8 en 1 caso. No se identificó el genotipo G 
en este periodo en 11 muestras. Una muestra contenía una mezcla de G1 + G4 (Tabla 13 
y figura 16). 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 13.  Distribución de genotipos G identificados en los años 2008-2009. 
 
GENOTIPOS G 
Nº 
Muestras Porcentaje 
Genotipo G1 59 54,1 
Genotipo G2 26 23,9 
Genotipo G3 1 0,9 
Genotipo G4 10 9,2 
Genotipo G8 1 0,9 
Genotipos mixtos G1 + G4 1 0,9 
No tipadas 11 10,1 
Total 109 100 
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Fig. 16. Distribución de genotipos G identificados en los años 2008-2009. 
 
 
En la tabla 14 y figura 17 se puede observar la distribución del genotipo G9 en 
las distintas de zonas estudiadas en el periodo de estudio.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 14.  Distribución de genotipos G9 según el hospital de procedencia identificados en los años 
2005-2009. 
 
 
PROCEDENCIA 2005-2006 2006-2007 2007-2008 2008-2009 
H. CLÍNICO 44 46 14 0 
H. SAGUNTO 39 8 1 0 
H. CASTELLÓN 94 74 0 0 
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Fig. 17. Distribución de genotipos G9 por hospital de procedencia en los años 2005-2009. 
 
3.3.2. Genotipo P 
 
 Se identificó el genotipo P (VP4) en 610 muestras (94,1 %). No se logró 
caracterizar el genotipo P en 38 muestras (5,5 %). 
Al estudiar los genotipos P (VP4), de los 648 casos correspondieron al genotipo 
P[8] 571 casos, P[4] 31 casos, P[6] 4 casos y P[14] 1 caso. Tres casos contenían más de 
un genotipo P: P [4] + P[8] 2 casos y P[4] + P[6] 1 caso (Figura 18).  
 
Fig. 18. Distribución de los genotipos P (VP4) identificados en los años 2005-2009. 
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3.3.3. Combinación de los genotipos G/P 
La asociación más frecuentemente detectada fue G9P[8] en 306 casos, seguida 
de G1P[8] en 215 casos (Tabla 15 y figuras 19-20).   
 
Tabla 15. Distribución de genotipos G/P identificados en los años 2005-2009. 
 
 
Fig. 19. Distribución de genotipos G/P identificados en los años 2005-2009. 
Genotipos 
  
2005-2006 
 
2006-2007 
 
2007-2008 
 
2008-2009 
 
Nº 
Muestras Porcentajes 
Nº 
Muestras Porcentajes 
Nº 
Muestras Porcentajes 
Nº 
Muestras Porcentajes 
G1P[8] 21 9,9% 39 20,6% 96 69,6% 59 54,1% 
G2P[4] 0 0,0% 6 3,2% 2 1,4% 23 21,1% 
G2P[6] 0 0,0% 0 0,0% 3 2,2% 1 0,9% 
G2P[8] 2 0,9% 2 1,1% 0 0,0% 0 0,0% 
G3P[8] 1 0,5% 3 1,6% 10 7,2% 1 0,9% 
G4P[8] 0 0,0% 0 0,0% 2 1,4% 10 9,2% 
G6P[14] 0 0,0% 0 0,0% 1 0,7% 0 0,0% 
G9P[8] 173 81,6% 123 65,1% 10 7,2% 0 0,0% 
G2P[4] + P[8] 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 2 1,8% 
G8P[4] + P[6] 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 1 0,9% 
G1 + G4P[8] 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 1 0,9% 
G1 + G9P[8] 2 0,9% 10 5,3% 1 0,7% 0 0,0% 
G3 + G9P[6] 0 0,0% 0 0,0% 2 1,4% 0 0,0% 
G3 + G9P[8] 2 0,9% 1 0,5% 2 1,4% 0 0,0% 
No tipadas 11 5,2% 5 2,6% 9 6,5% 11 10,1% 
TOTAL 212 100% 189 100% 138 100% 109 100% 
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Fig. 20. Distribución de los genotipos G9P[8] identificados en los años 2005-2009. 
 
En la muestra analizada de la población infantil de Valencia y Castellón, la 
infección por rotavirus se observo en niños menores de 4 años, con mayor afectación de 
los menores de 1 año, e igual distribución entre ambos sexos. 
Se analizaron 648 muestras de heces procedentes del Hospital Clínico 
Universitario de Valencia (316 muestras), del Hospital de General de Castellón (251 
muestras), y del Hospital de Sagunto (81 muestras). De estas, se identificó el genotipo G 
(VP7) en 581 muestras y no se logró su identificación  en 67 muestras. Se identificó el 
genotipo P (VP4) en 610 muestras aunque no se logró caracterizar el genotipo P en 38 
muestras. 
 Predominó el genotipo G9 durante los periodos 2005-06 y 2006-07, con un 
descenso brusco en 2007-08, no habiéndose detectado ninguna cepa G9 en 2008-09. 
Todas las cepas de rotavirus G9 analizadas desde 2005 hasta 2009 presentan el genotipo 
P[8], a diferencia de las cepas estudiadas en otras áreas geográficas, en las que se han 
encontrado combinaciones con P[6] u otros genotipos P. 
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3.4. DISCUSIÓN 
 
 Los estudios de epidemiología molecular de rotavirus tienen interés para conocer 
su evolución y su distribución temporal y geográfica (Iturriza-Gomara et al., 2004). En 
este estudio se ha analizado la epidemiología molecular de rotavirus en niños con 
diagnóstico de gastroenteritis aguda en tres áreas de Salud Pública de la Comunidad 
Valenciana desde octubre de 2005 a septiembre de 2009.  
 En el análisis de los casos con infección por rotavirus, se observó una mayor 
afectación de los menores de 2 años, observación que coincide con estudios realizados 
en otras áreas (Cilla et al., 2000; Tellez Castillo et al., 2008). La distribución de los 
casos por sexos fue equitativa. 
 Se ha logrado caracterizar el genotipo G en 581 muestras, lo que correspondió a 
un 89,66 % y P en 610 muestras, lo que correspondió a un 94,13 %. El genotipo G9 de 
rotavirus fue identificado en 306 muestras, lo que correspondió a un 52.66 %. Las 
causas por las que no se lograron tipificar el genotipo G de 67 muestras y el genotipo P 
de 37 muestras pueden ser muy diversas, desde la presencia en ellas de inhibidores de la 
reacción de PCR, la degradación del ARN vírico, la existencia de mutaciones en las 
secuencias reconocidas por los cebadores hasta la existencia de genotipos no 
investigados, o la congelación y descongelación repetidas veces de las muestras. En 
ocasiones esto puede deberse también a resultados falsos positivos de los métodos 
inmunológicos empleados para establecer el diagnóstico, ELISA o 
inmunocromatografía, como se ha demostrado en nuestro laboratorio (Tellez et al., 
2008). 
 En la mayoría de los estudios epidemiológicos de rotavirus se han determinado 
los tipos G por la importancia que han tenido estos serotipos en el diseño de las vacunas 
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y por el valor que se ha atribuido a los anticuerpos neutralizantes anti-VP7 en conferir 
protección frente a las infecciones de rotavirus. En nuestro estudio hemos observado un 
claro predomino del genotipo G9P[8] seguido del G1P[8] durante las temporadas 2005-
06 y 2006-07, con una menor presencia de cepas con genotipo G2, G3 y la ausencia de 
G4. Este último dato es interesante, ya que G4 fue uno de los genotipos más comunes 
en Valencia durante los años 1996-1999 (Buesa et al., 2000) y uno de los más comunes 
en España en la década de los 90 (Cilla et al., 2000; Sanchez-Fauquier et al., 2004). Sin 
embargo, en la temporada 2007-08 se produce un brusco descenso del genotipo G9P[8], 
que pasa a constituir solamente el 7,2% de las cepas detectadas, siendo de nuevo G1P[8] 
el más prevalente (68,8%). Es interesante destacar que en esta temporada se detectaron 
dos genotipos muy poco frecuentes, G8P[4]+P[6] y G6P[14], cada uno de ellos en un 
paciente. 
 El genotipo G9 de rotavirus fue identificado por primera vez en 1983 en los 
Estados Unidos (Clark et al., 1987) y durante el periodo 1985-1986 en Japón 
(Nakagomi et al., 1988; Nakagomi et al., 1990). Posteriormente fue descrito en 
Yugoslavia en 1985-1988, en Tailandia en 1989
 
y en la India de 1986 a 1993 (Das et al., 
1994). La aparición en diferentes áreas del mundo del genotipo G9 ha despertado un 
considerable interés, incluyendo sus aspectos epidemiológicos, su origen evolutivo y la 
composición genética del virus, así como su posible impacto en la eficacia de una 
vacuna frente a rotavirus (Ruiz-Palacios et al., 2006; Vesikari et al., 2006). En España 
se detectaron por vez primera cepas de rotavirus G9 en Madrid en 1998-1999 (Sanchez-
Fauquier et al., 2004). En nuestro laboratorio se identificaron las primeras cepas G9 en 
la temporada 2003-04, y en 2004-05 constituyeron el 10,7% de las cepas estudiadas 
(Abu-Mallouh, 2006). Como se demuestra en el presente estudio, en 2005-06 se produjo 
una rápida diseminación de este genotipo, que se convirtió en el más prevalente en esa 
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temporada y en la siguiente, disminuyendo drásticamente en 2007-08. No se conocen 
los motivos de la distribución tan rápida de este genotipo en nuestra zona geográfica y 
de su implantación como genotipo predominante en dos temporadas seguidas (2005-
2006 y 2006-07), hecho que ha sido también descrito en otras áreas de la Península 
Ibérica, como en Portugal (Martinez-Laso et al., 2009). Una posible explicación es que, 
al tratarse de una cepa vírica nueva, la población no presentaba inmunidad protectora 
frente a este serotipo, produciéndose una rápida transmisión del mismo. Las frecuentes 
infecciones por G9 habrían provocado el desarrollo en la población de inmunidad frente 
a este nuevo sero/genotipo, produciéndose un brusco descenso de su incidencia en 
2007-08. Además, si las vacunas de rotavirus comercializadas son realmente protectoras 
frente a G9, a pesar de que no lo incluyen en su composición, podría suceder que las 
infecciones naturales con otros genotipos induzcan también protección cruzada frente a 
G9. Recientemente se ha publicado un análisis filogenético de 12 cepas de rotavirus G9 
aisladas en Madrid, resultando todas ellas pertenecer al linaje III de los 6 linajes 
descritos (Rodrigues et al., 2007). 
 Santos y Hoshino realizaron una revisión de 124 trabajos que incluyen un total 
de 45.571 cepas de rotavirus, en la que los cuatro tipos G más comunes (G1-G4) en 
asociación con P[8] o P[4] representan más del 88 % de las cepas halladas en todo el 
mundo, panorama que ha ido variando a lo largo de los años, fundamentalmente a causa 
de la aparición de G9 asociado con P[8] o con P[6] (Santos y Hoshino, 2005).  
 Hemos detectado 24 casos de infecciones mixtas, en las que se encontraron más 
de un genotipo G y/o P. Este hallazgo es también frecuente en otros estudios, 
encontrándose hasta un 31% de infecciones mixtas en un estudio realizado en la India 
(Das et al., 2004). Las nuevas combinaciones G/P detectadas en los últimos años 
podrían deberse al incremento de la inmigración procedente de otros países.  
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4.1. ANTECEDENTES 
 Los genotipos G1, G2, G3 y G4 de rotavirus eran hasta 1995 los más prevalentes 
en todo el mundo, pero a partir de aquel año comenzó a detectarse con una frecuencia 
cada vez mayor el genotipo G9, que se ha convertido actualmente en el quinto genotipo 
VP7 de rotavirus más frecuente.  
Rotavirus G9 fue identificado por primera vez como causa de gastroenteritis en 
un niño de 18 meses en 1983 en Filadelfia, Estados Unidos, siendo denominada la cepa 
identificada W161 (Clark et al., 1987). Durante el periodo 1985-1986 se identificaron 
dos cepas más, F45 y AU35 en Japón (Nakagomi et al., 1990). Estas tres primeras cepas 
de rotavirus G9 (W161, AU35 y F45) compartieron una misma especificidad antigénica 
y características genotípicas, incluyendo además el mismo genogrupo (Wa), serogrupo 
(P1A[8]G9), electroforetipo largo y subgrupo II, con genes VP7 estrechamente 
relacionados (Clark et al., 1987; Green et al., 1989; Gorziglia et al., 1990; Nakagomi y 
Uesugi, 1990; Oka et al., 2000). Posteriormente fueron identificadas cepas G9 en 
Yugoslavia en 1985-1988 (Zizdic et al., 1992), en Tailandia en 1989 (Urasawa et al., 
1989) y en la India de 1986 a 1993 (Das et al., 1994). Las cepas encontradas en India y 
Tailandia tenían serotipos P inusuales, en la India P[11] y en Tailandia P[6] (Figura 21) 
(Gentsch et al., 1993; Okada et al., 2000).  
 Después de la detección de rotavirus G9 en Yugoslavia en 1985 (Zizdic et al., 
1992), este genotipo volvió a detectarse en Italia, Francia e Inglaterra en la década de 
los 90. Las cepas de rotavirus G9 se encontraron en el Reino Unido en la temporada 
invernal 1995-96 (Iturriza-Gomara et al., 2000), coincidiendo con la aparición de G9 en 
Bangladesh (Unicomb et al., 1999) y con la reaparición y diseminación de cepas G9 en 
los Estados Unidos. En 1996-97 se observó un aumento importante de la distribución de 
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las cepas G9 en diferentes áreas geográficas (Iturriza-Gomara et al., 2000). En los años 
2001-2002 se encontró una frecuencia relativa del 53% de rotavirus G9 en Bari (Italia) 
(Martella et al., 2003).  
El genotipo G9 se convirtió rápidamente en uno de los más prevalentes en 
muchos países (Santos y Hoshino, 2005). Este rápido incremento de G9, asociado a su 
notable heterogeneidad genética, despertó muchos interrogantes sobre su origen y 
trascendencia epidemiológica.  
Resulta evidente que desde mitad de la década de los 90 se ha producido una 
emergencia global de cepas del genotipo G9, con propiedades genéticas y moleculares 
distintas a las de las cepas detectadas en los años 80 (Kirkwood et al., 1993; Kirkwood 
et al., 2003). En Australia, aunque el serotipo G9 se identificó por primera vez en la 
temporada 1999-2000, durante las temporadas 1999-2000 y 2000-2001 constituyó el 
segundo tipo G más común, y fue responsable del 10% y del 18,1%, respectivamente, 
del total de infecciones por rotavirus en el país (Masendycz et al., 2001). En la 
temporada 2001-2002, el serotipo G9 fue el más importante en Australia, puesto que 
representó el 40,4% de los aislamientos (Kirkwood et al., 2002).  
En España, estudios anteriores habían identificado G1P[8] y G4P[8] como los 
genotipos predominantes de 1995 a 2004 (Buesa et al., 2000), mientras que las cepas de 
G9 se detectaron por primera vez en Madrid en 1998-1999 (Sanchez-Fauquier et al., 
2004). En Valencia se identificaron cepas G9 en el invierno de 2003-2004 (Abu-
Mallouh, 2006) y, como se demuestra en el presente estudio, ya en 2005 se convirtió 
este genotipo en el más prevalente, representando más del 50% de los aislamientos en 
varias regiones de España (Sanchez-Fauquier et al., 2006; Tellez et al., 2008; Tellez 
Castillo et al., 2010). 
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 Del mismo modo, el serotipo G9 fue identificado como el predominante en 
varias ciudades japonesas desde 1998 hasta 2000 con altas tasas de prevalencia, de 
52,9% a 71,4% (Zhou et al., 2000). Como fue expuesto anteriormente, en 1995, 
rotavirus G9 surgió en Bangladesh y se convirtió en el segundo genotipo predominante 
(27,7%) durante el período 2001-2005 (Rahman et al., 2005). Las cepas G9 
representaron la mayor parte (91,6%) de las cepas circulantes en Tailandia durante la 
temporada 2000-2001, donde se ha convertido en el genotipo más común (Khamrin et 
al., 2006). En China, las cepas G9 se identificaron en 3 regiones, incluyendo Kunming, 
Lanzhou y Qinhuangdao, en 1999 y 2003 (Fang et al., 2002; Fang et al., 2005) y sólo 
una cepa fue detectada entre los años 1982 y 1997 en Beijing (Fang et al., 2002). La 
incidencia del genotipo G9 aumentó del 0,9% al 4% de 1999 a julio de 2003, lo que 
coincidió con un aumento en la incidencia mundial del genotipo G9 en varios países. 
 Actualmente, las cepas más recientes de rotavirus de serotipo G9 presentan los 
electroforetipos corto y largo, lo que hace pensar que la emergencia de este genotipo no 
ha derivado directamente de las cepas inicialmente aisladas (P1A[8]G9), tipo E largo de 
USA y Japón, pero sí estarían relacionadas directamente unas con otras (Oka et al., 
2000; Ramachandran et al., 2000; Araujo et al., 2001; Bok et al., 2001; Santos et al., 
2001). 
Se ha sugerido que el gen de la VP7 genotipo G9 surgió por una deleción de un 
solo nucleótido dentro o al final del codón de terminación de las cepas G9 (Green et al., 
1989; Das et al., 1993). La primera hipótesis sugiere que la supresión del nucleótido en 
el codón de terminación originó un nuevo codón de parada para las cepas G9, UGA, en 
lugar de la UAG que se encuentran en la mayoría de otros genotipos de rotavirus 
humanos G (Estes y Cohen, 1989; Das et al., 1993). Asumiendo que esta eliminación y 
cambio de uso de codón de parada (UGA), sugiere la existencia inicial de un progenitor 
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común para todos o casi todos los linajes de humanos G9 de rotavirus descritos, 
incluyendo los primeros aislamientos de los EE.UU., Japón y la India .  
La existencia actual de varios linajes de rotavirus G9 estaría relacionada con los 
primeros G9 aislados de la década de 1980 sugiriendo que la mayoría de estas cepas 
pueden representar descendiente filogenéticamente lejanos de las primeras cepas, que 
pueden haber seguido circulando en los humanos sin haber sido detectadas.   
Sin embargo, los estudios de las diferentes secuencias de G9 hasta la fecha 
sugieren que la gran mayoría de las cepas circulantes en diferentes lugares y en 
diferentes años pertenecen a un mismo linaje filogenético estrechamente relacionado 
con el gen de la VP7. Esto sugiere la propagación del genotipo G9 a partir de la 
introducción de una sola cepa, seguido de su transmisión por sucesivas infecciones y de 
la variación genética de ese linaje. Las cepas descritas en los últimos años son 
filogenéticamente diferentes a las registradas en la década de 1980, al igual que en  
algunos aislamientos recientes, lo que sugiere que un precursor común donó un nuevo 
gen de VP7 a las cepas actuales del genotipo G9. Los datos epidemiológicos de que se 
dispone son insuficientes para determinar si el genotipo G9 de los rotavirus humanos 
actuales representan la progenie de una sola cepa antigua o la introducción de múltiples 
cepas independientes. Se ha descrito una excepción, la cepa CIT 254RV (O'Halloran et 
al., 2002), en la que el gen VP7 de genotipo G9 tiene 1.061 pb de longitud, es decir, 1 nt 
más corto de lo habitual para el gen VP7 de la mayoría de los rotavirus de mamíferos 
(Estes y Cohen, 1989). 
Algunas cepas descritas en el sudeste asiático, como por ejemplo 684VN  
(Nguyen et al., 2001), y en el Extremo Oriente, como en Japón y China (Zhou et al., 
2003) a finales de 1990, o incluso diferentes cepas distribuidas a nivel mundial, hacen 
que se pueda apoyar la hipótesis de un progenitor común debido a que estas cepas se 
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relacionan estrechamente con la cepa Mc323 en los diferentes análisis filogenéticos.  
Sin embargo, las divergencias filogenéticas en diferentes secuencias de cepas 
actuales de los últimos 10 años contradice esta hipótesis. Surge por tanto una segunda 
hipótesis de emergencias independientes de cepas VP7 G9 de fuente desconocida que 
podrían provenir de un reservorio animal (Laird et al., 2003). Apoyando esta hipótesis 
sobre la interacción genética entre cepas de rotavirus animales y humanas se encuentran 
algunos artículos que demuestran que ciertos rotavirus G9 aislados de Asia fueron 
reordenamientos entre cepas porcina-humana o bovina-humana (Urasawa et al., 1992; 
Das et al., 1993). 
 Por otra parte, la detección de cepas de rotavirus G9 en muestras diarreicas de 
cerdos y la presencia de anticuerpos específicos frente a VP7 G9 en corderos, demuestra 
que los rotavirus humanos G9 podrían haberse originado en una especie animal (Munoz 
et al., 1995; Santos et al., 1999).  
Se han identificado 6 linajes filogenéticos diferentes y 11 sublinajes en las cepas 
de rotavirus G9, basados en la variabilidad genética del gen de VP7 (Phan et al., 2007). 
Al linaje I pertencecen las cepas G9 aisladas en los años 80, al linaje II corresponden 
cepas G9 aisladas en neonatos asintomáticos en la India y al linaje III corresponde la 
mayoría de las cepas G9 que actualmente circulan por todo el mundo (Martinez-Laso et 
al., 2009). Es de destacar que los linajes I, II, IV y V se han encontrado sólo en 
humanos, mientras que los linajes III y VI se han detectado tanto en humanos como en 
ganado porcino (Phan et al., 2007). El linaje III contiene 4 sublinajes, de los cuales, los 
sublinajes IIIa, IIIb y IIIc se encontraron restringidos a Tailandia, Vietnam e Irlanda, 
respectivamente, mientras que las cepas del sublinaje IIId se han detectado en muchas 
regiones de todo el mundo (Phan et al., 2007). Además, el linaje VI se ha dividido en 7 
sublinajes, de los cuales los sublinajes a-d y g se han encontrado sólo en humanos, y los 
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sublinajes e y f en cerdos. La identidad de nucleótidos en las cepas de un mismo 
sublinaje oscila entre el 96% y el 100%. Por el contrario, la variación de secuencias 
entre cepas de distintos linajes es superior, entre un 5% y un 14% (Hoshino et al., 2004). 
 En Bangladesh se describieron 3 combinaciones distintas de G9 con VP4 P[6] y 
P[8] y subgrupo especifico I o II, electroforetipo (corto, largo) (Unicomb et al., 1999). 
Asímismo, la alta tasa de infecciones mixtas encontradas en este estudio sugiere la 
facilidad del intercambio genómico inter-genogrupo de los genotipos P y G (VP4 y 
VP7). Actualmente, se han identificado cepas de rotavirus P[6]G9, electroforetipo corto, 
pudiéndose inferir que su origen proviene de recombinantes entre los diferentes 
genotipos (Kirkwood et al., 2003). 
 Sin embargo, Gentsch et al. (1996) opinan que la mayoría de los serotipos G se 
asocian principalmente con un mismo serotipo P, y presentan un electroforetipo y 
subgrupo específico, debido a estudios de hibridación de ARN-ARN que han 
demostrado que el intercambio de segmentos genómicos y electroforetipos es restrictivo 
entre las cepas (Wa y subgrupos DS1) (Gentsch et al., 1996). Al igual que otros autores, 
consideran que las cepas G9 que han aislado no forman recombinantes entre ellas 
(Araujo et al., 2001; Cunliffe et al., 2001) (Tabla 16). 
 Algunos estudios han atribuido características clínicas y epidemiológicas poco 
comunes a las cepas G9. Se ha descrito que estas “nuevas cepas G9” causan infecciones 
sintomáticas en niños mayores de 5 años, que supuestamente estarían protegidos por 
una inmunidad anti-rotavirus preexistente (Iturriza-Gomara et al., 2000), e incluso se ha 
descrito que estas infecciones pueden ser más graves (Linhares et al., 2006). Estas cepas 
G9 se han detectado también causando diarrea en neonatos, lo que sugiere que la 
inmunidad adquirida de la madre no las neutralizaría eficazmente (Widdowson et al., 
2000). Según estas observaciones, es posible que las cepas G9 hayan escapado a los 
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mecanismos inmunológicos preexistentes, inducidos por otras cepas de rotavirus, 
porque estas poblaciones no habrían contactado nunca antes con cepas G9 (Banyai et 
al., 2004). Paradójicamente, las vacunas Rotarix® y Rotateq® protegen frente a las 
infecciones por cepas del genotipo G9 (Vesikari et al., 2006; Linhares et al., 2008; 
Vesikari et al., 2009). Sin embargo, aunque las vacunas actuales han demostrado ser 
eficaces en la protección frente a G9, algunos estudios han sugerido que en niños 
vacunados son posibles las infecciones sintomáticas por G9 (Vesikari et al., 2004; 
Vesikari et al., 2006). Por este motivo es importante analizar la variabilidad existente 
dentro del genotipo G9 y estudiar la posible existencia de „clusters‟ que reflejen una 
diversidad tanto genética como antigénica, que podría explicar estos fracasos de las 
vacunas. 
Las cepas del genotipo G9 que han producido la “pandemia” en la última década 
pertenecen al linaje III (Rahman et al., 2005; Santos y Hoshino, 2005). El origen de 
estas cepas del genotipo G9, linaje III, sigue siendo un enigma. Parece claro que el 
linaje III no ha evolucionado del linaje I por deriva antigénica (“antigenic drift”) y que 
los linajes I y III tienen orígenes evolutivos independientes (Hoshino et al., 2004). Los 
análisis filogenéticos han demostrado que las cepas G9 porcinas están más próximas a 
las nuevas cepas G9 humanas (90-94%) que a las clásicas cepas G9 humanas (86-89%). 
El gen VP7 de una cepa porcina G9 (CMP003) aislada en Tailandia en 2000 se clasificó 
junto a las cepas G9 humanas en el linaje III, mientras que los genes de cepas G9 
humanas detectadas en China y Japón se incluyeron entre las cepas porcinas (Phan et 
al., 2007). Por lo tanto, los genes VP7 de cepas G9 porcinas y las nuevas cepas G9 
humanas podrían tener un precursor común. Esto sugiere la existencia de 
recombinaciones entre cepas porcinas y humanas como posible explicación a la  
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emergencia de los rotavirus G9 en humanos (Figura 22) (Phan et al., 2007; Martinez-
Laso et al., 2009; Matthijnssens et al., 2010). 
 
Fig. 21. Distribución temporal y expansión geográfica a nivel mundial durante las dos últimas 
décadas de las cepas de rotavirus del genotipo G9. 
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País Año Genotipo y 
electroforetipo 
Referencia 
Estados Unidos 
India 
1993-2001 G9P[8] e-corto 47,5% 
G9P[6] e-largo 17,5% 
G9P[6] e-largo 35% 
(Laird et al., 
2003) 
Bangladesh 1995 G9P[8] e-largo 1,8% 
G9P[8] e-corto 15% 
G9P[6] e-largo 10% 
G9P[6] e-corto 57,1% 
G9P[0] e-largo 11% 
G9P[0] e-corto 5,1% 
(Unicomb et 
al., 1999) 
Taiwan 2000-2002 G9P[8] e-largo 99,5% 
G9P[4] e-corto 0,5% 
(Lin et al., 
2006) 
Brasil 2001 G9P[4]    2% 
G9P[6]    2% 
G9P[8]    9% 
(Araujo et al., 
2001) 
 
Tabla 16. Genotipo G9 de rotavirus en diferentes partes del mundo 
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 Fig. 22.  Árbol filogenético que muestra las relaciones entre el genotipo G9 de diferentes secuencias 
de origen humano y porcino en el mundo y sus linajes. Método Neighbor-joining; se muestran los 
valores de “bootstrap” superiores a 90 (1.000 réplicas). (A) Región parcial del árbol filogenético 
mostrando el linaje VI y algunas secuencias del linaje III . (B) en la misma región parcial del árbol 
filogenético como 2A sin la secuencia de origen porcino (AY707787). (C) en la misma región parcial 
del árbol filogenético de las secuencias 2A sin AY707787 (porcina) y AF281044 (CIT-254, humana). 
Las iniciales entre paréntesis indican el país donde se obtuvieron las muestras. Se utilizaron de 
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referencia de secuencias de cepas del genotipo G9 de origen humano (227 secuencias) (Martinez-
Laso et al., 2009)  
 
4.2. MATERIAL Y MÉTODOS  
4.2.1. Análisis de la secuencia de VP7 
Se han estudiado 306 muestras de heces en las que previamente se había 
detectado el genotipo G9P[8]. Las muestras se obtuvieron de niños con gastroenteritis, 
entre octubre de 2005 y octubre de 2009 en tres Departamentos de Salud (Castellón de 
la Plana, Sagunto y Valencia) de la Comunidad Valenciana. Todas las muestras 
recogidas habían sido previamente identificadas como positivas para rotavirus del grupo 
A por enzimoinmunoanálisis (ELISA) (Premier Rotaclone®, Meridian Bioscience) o 
inmunocromatografía (VIKIA® ROTA-ADENO de BioMérieux y SIMPLE ROTA-
ADENO de Operon). 
Se escogieron al azar 60 de las 306 muestras genotipo G9P[8] de las tres zonas 
en estudio para realizar un estudio filogenético del gen de la proteína VP7.  
4.2.2. Secuenciación e identificación de los productos de amplificación 
Se realizo el protocolo de amplificación del ADNc con cebadores específicos 
(VP7-F) y (VP7-R) (Gomara et al., 2001) descrito anteriormente en el Capítulo I.  
 
4.2.2.1. Purificación de amplímeros de ADN para secuenciación 
Los productos de amplificación que se detectaron por electroforesis en gel de 
agarosa con un tamaño similar al esperado se purificaron para su posterior 
caracterización mediante secuenciación. Para ello, dependiendo de los patrones de 
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bandas observados en el gel, se emplearon dos métodos diferentes de purificación 
(Figura 23): 
A) Cuando en una misma muestra se observaban bandas de diferentes 
tamaños, incluida una con el tamaño esperado, se empleó el Kit “Gel 
Extraction Systems” (Marligen Bioscience). La banda “dudosa” se 
separó mediante electroforesis en un gel de agarosa de bajo punto de 
fusión (Sigma) al 1,5 % en tampón TBE teñido con bromuro de etidio 
a concentración 0,5 μg/ml. A continuación, el gel se visualizaba 
mediante luz UV y cuando la separación de bandas era patente, se 
cortaba con un bisturí la porción de gel que contenía la banda de 
interés. Ésta era transferida a un eppendorf de 1,5 ml y pesada, 
añadiéndose 30 μl de tampón de solubilización L1 por cada 10 mg de 
gel de agarosa. Seguidamente, se realizaba una incubación a 50 ºC 
durante 15 minutos, lográndose así la separación del ADN de la 
agarosa. Se filtraba por una columna de sílica y se centrifugaba a 
12.000 x g 1 minuto. Se descartaba el sobrenadante y se añadían 
500 μl de tampón de solubilización L1 a la columna de filtración, 
incubando 1 minuto a temperatura ambiente. Tras centrifugar a 12.000 
x g, se descartaba el sobrenadante y se añadían 700 μl de tampón de 
lavado L2, incubando 5 minutos a temperatura ambiente. Se 
centrifugaba a 12.000 x g durante 1 minuto y se descartaba el 
sobrenadante, centrifugando nuevamente para descartar el tampón 
residual. La columna se introducía en un eppendorf de 1,5 ml y se 
añadían 50 μl de tampón de elución (TE) directamente al centro de la 
columna, durante 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugaba a 
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12.000 x g durante 2 minutos. El eluido final contenía el ADN que era 
analizado por secuenciación.  
Fig. 23. Método para purificar amplímeros de PCR 
Cortar banda de gel  
Pesar banda de gel  
Solubilización del gel en buffer L1 
Pasar a columna de filtración  
Solubilización del gel en buffer L1 
Lavar con buffer L2 
Añadir buffer TE 
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B) Si la banda era del tamaño esperado, siendo única, se purificaba 
utilizando el reactivo ExoSAP-IT
® 
Clean Up (UBS, GE Healthcare 
Life Sciences), sistema de purificación y eliminación de primers y 
nucleótidos, según el siguiente procedimiento:  
- La muestra se transfería a un eppendorf de 1,5 ml, se añadían 5 µl 
de producto de la PCR y 2 µl de ExoSAP-IT
® 
para completar un 
volumen final de 7 µl. Se incubaba posteriormente a 37 ºC durante 
15 minutos para la degradación de primers y nucleótidos restantes 
en el producto de PCR. Se realizaba una posterior incubación 
durante 15 minutos a 80 ºC para inactivar ExoSAP-IT
®
. El eluido 
final fue conservado a –20 ºC hasta su secuenciación. 
 
4.2.2.2. Cuantificación del ADN de los amplímeros 
 
Se visualizaban las bandas de ADN resultantes de la reacción de PCR mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 1,7 % en tampón TBE (conteniendo 0,5 µg/ml de 
bromuro de etidio) durante 30 min a 90 voltios, con un marcador de P.M. (100 pb ladder 
ADN, Biotools).  
Se realizaba una cuantificación aproximada de ADN comparándolo con un 
marcador de pesos moleculares con concentraciones de ADN conocidas (Low ADN 
Mass Ladder, Invitrogen). 
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4.2.2.3. Secuenciación de los productos amplificados de RT-PCR 
 
 Después de la purificación de los productos de RT-PCR de VP7, se procedió a la 
secuenciación de los mismos utilizando el kit de secuenciación ABI PRISM BigDye 
Terminator Cycle (Applied Biosystems) y un secuenciador automático (Applied 
Biosystems ABI PRISM 377). Para cada muestra a secuenciar se utilizó el cebador 
específico VP7-F 5' ATG TAT GGT ATT GAA TAT ACC AC 3' (nt 51-71) (881pb). 
La secuenciación se realizó en el Servicio de Secuenciación de ADN y Análisis 
Molecular del Servicio Central de Soporte a la Investigación Experimental (SCSIE) de 
la Universitat de València.  
 
4.2.3. Análisis filogenético de la secuencia parcial de VP7 de cepas de 
rotavirus G9P[8] 
 Las secuencias nucleotídicas fueron analizadas con los programas Chromas Lite, 
versión 2.01 (http://www.technelysium.com.au) o BioEdit, versión 7.0.5.3 
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html), que permiten obtener y evaluar los 
cromatogramas. Las secuencias parciales de VP7 obtenidas tenían aproximadamente 
880 pb. 
 Las secuencias de nucleótidos se compararon con secuencias de referencia 
depositadas en las bases de datos del “National Center for Biotechnology Information” 
(NCBI) mediante la aplicación del programa en red “Basic Local Alignment Search 
Tool” (BLAST, http://www.ncbi.nlm.nih.gov), para confirmar que los productos 
obtenidos era los esperados y correspondían al gen codificante de la proteína VP7.  
Además, las secuencias nucleotídicas de los fragmentos obtenidos mediante 
PCR del gen codificante de la proteína VP7 fueron traducidas a aminoácidos utilizando 
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el programa “Translate” del portal web ExPASy Proteomics tools 
(www.expasy.ch/tools/) y se alinearon utilizando los programas BioEdit y CLUSTAL-W 
(European Bioinformatics Institute, Cambridge, Reino Unido). Cualquier error 
detectado en las secuencias fue corregido tras verificar los cromatogramas, antes de 
realizar el alineamiento. Una vez realizado éste, el archivo con las secuencias alineadas 
se guardaba en formato “.msf”, idóneo para editar y trabajar alineamientos con el 
programa GeneDoc. Con este programa (GeneDoc, versión 2.7) se igualaron las 
longitudes de las secuencias nucleotídicas, se observaron las diferencias entre grupos de 
secuencias y se obtuvo la secuencia consenso. Una vez guardado el nuevo alineamiento 
en formato FASTA, se procedió a construir los árboles filogenéticos utilizando el 
método Neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987) mediante el programa Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA ) (Kumar et al., 2001) de 57 secuencias 
parciales del gen VP7 de cepas de rotavirus G9P[8] escogidas al azar de 306 cepas 
descritas en el capítulo anterior y de cepas de referencia. La distancia genética se 
calculó por el método Jukes-Cantor.  La confianza estadística se realizó mediante 
análisis de “bootstrap” (1.000 réplicas). Los árboles filogenéticos se visualizaron con el 
programa MEGA y TreeView (versión 1.6.2). Se incluyeron secuencias representativas 
de los linajes G9-I, G9-II, G9-III, G9-IV, G9-IV y G9-VI. 
Los datos de las secuencias de nucleótidos obtenidas de VP7 G9P[8] fueron 
depositados en la base de datos GenBank con los números de acceso correspondientes 
(ANEXO 1). 
 Para el método de la mínima evolución se empleó el modelo Jukes-Cantor 
“complete deletion”, para sustitución de nucleótidos, utilizando las posiciones primeras 
y segunda de las regiones codificantes.  
 Se estudió el polimorfismo y el nivel de divergencia de las secuencias de los 
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distintos clusters obtenidos en el análisis filogenético utilizando el programa DnaSP 
versión 5.10.01 (Librado y Rozas, 2009). DnaSP es un programa informático interactivo 
para el análisis del polimorfismo de ADN a partir de datos de secuencias de nucleótidos 
(http://www.ub.edu/dnasp/) (Librado y Rozas, 2009). 
  
4.3. RESULTADOS 
4.3.1. Análisis de secuencias del gen de la proteína VP7 
Se analizaron un total de 306 muestras de heces positivas para rotavirus. Fueron 
recogidas de niños con gastroenteritis aguda durante el período comprendido entre 
Octubre de 2005 y Octubre de 2009. Los genotipos G y P de los rotavirus
 
se 
determinaron por RT-PCR, por el procedimiento descrito en el capítulo I. En las 306 
muestras analizadas se detectaron 173 cepas de rotavirus del genotipo G9 en el periodo 
2005-2006, 123 cepas en el periodo 2006-2007 y 10 cepas en el periodo 2007-2008. Se 
escogieron aleatoriamente 60 muestras de los cuatro periodos invernales de los tres 
departamentos de salud, para ser secuenciado el gen de la VP7, obteniéndose 57 
secuencias. 
La distribución de las 57 muestras secuenciadas por periodo invernal y por 
Departamento de Salud se muestra en la tabla 17.  
Ciudades 2005-06 2006-07 2007-08 2008-09  Total 
Castellón de la Plana 3 7 7 0 17 
Sagunto 3 7 5 1 16 
Valencia  2 5 13 4 24 
Total 8 19 25 5 57 
Tabla 17. Distribución de rotavirus G9P[8] de muestras escogidas al azar de tres ciudades de la 
Comunidad Valenciana (2005-2009) para su secuenciación y análisis filogenético. 
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Se determinó la secuencia del gen de la proteína VP7 de las 57 cepas de 
rotavirus con genotipo G9P[8]. Estas secuencias fueron analizadas y comparadas con 
secuencias de referencia conocidas de la base de datos GenBank (ANEXO 1).  
En las 57 muestras analizadas por secuenciación se encontró un alto grado de 
identidad nucleotídica (97-100 %).  
 
 
4.3.2. Análisis filogenético del gen de la proteína VP7 
 
Se caracterizaron las 57 cepas aisladas de G9 escogidas al azar de los tres 
departamentos en estudio y, tras la secuenciación de los genes de VP7, se alinearon las 
secuencias de nucleótidos del gen VP7. La mayoría de los genes estaban estrechamente 
relacionados, encontrándose menos de un 3% de divergencia nucleotídica entre ellas. 
Las secuencias de VP7 de las cepas G9 (n=57 secuencias de 309 cepas de 
G9P[8]) presentaban un 97 % de identidad al ser comparadas con cepas de referencia de 
diferentes linajes. 
Se realizó un dendrograma mediante el método Neighbor-joining con las 57 
secuencias de nucleótidos de las cepas G9 aisladas y con 18 secuencias prototipos de los 
seis linajes principales del genotipo G9: G9-I, G9-II, G9-III, G9-IV, G9-IV y G9-VI 
(Figura 24). Se demostró claramente en el análisis filogenético que las cepas G9 de 
nuestro estudio se agrupan en el linaje IIId del genotipo G9, independientemente de 
dónde y cuándo fueron aisladas. Se agrupan formando dos “clusters”: un primer 
“cluster” A formado por 45 secuencias de las tres áreas y de los diferentes años de 
estudio, junto con una cepa EF150338 de Italia genotipo G9 linaje IIId (“bootstrap” 92 
%), y otro “cluster” B con 12 secuencias pertenecientes a las tres áreas y a los diferentes 
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años de estudio, agrupándose con cepas G9 linaje IIId de Irlanda, Japón y la India 
(“bootstrap” 71 %). 
 
4.3.3. Comparación de las regiones antigénicas y sustituciones de aminoácidos 
  
El patrón de sustituciones de aminoácidos en las cepas aisladas se examinó 
mediante un alineamiento de aminoácidos, con secuencias de referencia del linaje IIId 
del genotipo G9 (EF1503338; AF501580; AB091748; DQ207390) (Fig. 23). Las cepas 
de este estudio difieren de las secuencias de referencia en las regiones antigénicas A, B, 
C y F, manteniéndose conservada la región antigénica D (Tabla 18 y figura 25). 
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Cluster A 
Cluster B 
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←Figura 24. Dendrograma de genotipos G9P[8] linaje IIId con cepas de referencia. Se ha 
construido con 75 secuencias nucleotídicas de diferentes linajes de G9, 57 secuencias de Castellón, 
Sagunto y Valencia (2005-2009) y 18 secuencias de referencia mediante el método Neighbor-joining; 
se muestran los valores de “bootstrap” superiores a 70 (1.000 réplicas). Con círculos rojos se 
señalan las secuencias del genotipo G9 linaje IIId y con triángulos azules las cepas de los genotipos 
G9-I, G9-II, G9-III, G9-IV, G9-IV, G9-VI y sus respectivos subgrupos. 
 
 
 
REGIONES ANTIGÉNICAS VP7 (RA) 
 
CEPAS RA D (65-76aa) RA A (87-101aa) RA B (142-152aa) RA C (208-221aa) 
 
RA F (235-245aa) 
310 CS 2006 0 1 (Gln → Lys) 1 (Glu → Lys) 0 0 
306 CS 2006 0 0 1 (Glu → Lys)  0 0 
315 CS 2006 0 1 (Ala → Thr) 0 0 0 
327 SG 2006 0 0 0 1(Pro → Gln) 0 
305 VLC 2006 0 0 1 (Glu → Lys)  0 1 (Ala → Thr) 
364 CS 2006 0 0 0 1 (Pro → Gln) 0 
347 SG 2006 0 0 0 0 1 (Ala → Thr) 
445 CS 2006 0 0 0 0 1 (Ala → Thr) 
481 CS 2006 0 0 1 (Thr → Ile) 0 1 (Ala → Thr) 
452 VLC 2006 0 0 0 0 1 (Ala → Thr) 
621 VLC 2007 0 0 0 1(Gly → Arg) 0 
620 VLC 2007 0 0 0 0 1 (Ala → Thr) 
680 VLC 2007 0 0 0 0 1 (Ala → Thr) 
783 VLC 2008 0 0 0 0 1 (Ala → Thr) 
676 VLC 2008 0 0 0 0 1 (Ala → Thr) 
736 VLC 2008 0 0 0 0 1 (Ala → Thr) 
739 VLC 2008 0 0 0 0 1 (Ala → Thr) 
TOTAL 0 2 4 3 11 
 
Tabla 18. Cambios de aminoácidos observados en las secuencias deducidas de las cinco regiones 
antigénicas de VP7 de las cepas de rotavirus G9P[8] de Castellón, Sagunto y Valencia (2005-2009) 
en comparación con las secuencias de referencia (EF1503338, AF501580, AB091748, DQ207390). 
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← Figura 25. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de VP7 de cepas de rotavirus G9P[8] 
con secuencias de referencia (EF1503338; AF501580; AB091748; DQ207390). Se representan los dos 
dominios hidrofóbicos en barras azules (6-23 aa: dominio H1; 33-44 aa: dominio H2). Se indican los 
dominios de unión con el calcio con una barra marrón (124-155 aa). Se marcan con rectángulos en 
negro las cinco regiones antigénicas (RA) de VP7: RA D (65-76 aa), RA A (87-101 aa), RA B (142-
152 aa), RA C (208-221 aa) y RA F (235-245 aa). 
 
 
4.3.4. Polimorfismo y nivel de divergencia de las secuencias VP7  
 
 Tras la utilización del programa DnaSP 5.10.01 se obtuvieron los siguientes 
resultados reflejados en las tablas 19 y 20.  
 
 
 
Cluster A Cluster B 
Total de secuencias 
 
Núm. de secuencias 45 12 57 
Núm. de sitios 
polimórficos 
29 32 64 
Núm. total de 
mutaciones 
31 32 67 
Promedio de diferencias 
de nucleótidos, k 
2,799 8,136 6,554 
Diversidad nucleotídica, 
Pi 
0,00457 0,01327 0,01069 
Diversidad nucleotídica 
con Jukes y Cantor, 
Pi JC 
0,00459 0,01344 -- 
Desviación típica 
de Pi JC 
0,00052 0,000275 -- 
 
 
Tabla 19. Diversidad interna de grupos de secuencias (clusters A y B) del gen de VP7 de cepas del 
genotipo G9 de rotavirus. 
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Diversidad entre  
Poblaciones 
 
Clusters A / B 
Núm. de diferencias fijas 4 
Mutaciones compartidas 0 
 
Promedio de diferencias 
de nucléotidos entre 
poblaciones 
13,244 
Promedio de sustituciones 
de nucleótidos por sitio 
entre poblaciones, Dxy 
0,02161 
Dxy con Jukes y Cantor, 
Dxy(JC) 
0,02195 
Desviación típica de    
Dxy(JC) 
0,00313 
Núm. de sustituciones 
netas de nucleótidos entre 
poblaciones, Da 
0,001269 
Da con Jukes y Cantor, 
Da(JC) 
0,001294 
Desviación típica de 
Da(JC) 
0,00317 
 
 
 
Tabla 20. Diversidad entre grupos de secuencias (clusters A y B) del gen de VP7 de cepas del 
genotipo G9 de rotavirus. 
 
En los análisis del estudio del polimorfismo y del nivel de divergencia de las 
secuencias de los “clusters A y B” obtenidos se observó un coeficiente de diversidad 
nucleotídica 0,00457 en el “clusters A”, 0,01327 en el “clusters B”, y de 0,01069 del 
total de secuencias analizadas, lo que nos hace inferir una alta homogeneidad entre las 
secuencias evaluadas. Se observó que al hacer el análisis de diversidad entre las dos 
poblaciones “clústeres A/B” no se encontraron mutaciones compartidas entre ellas.  
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4.4. DISCUSIÓN 
 
Desde que se detectó por primera vez el genotipo G9 en 1983 hasta principios de 
1990 rara vez se describió este genotipo, aunque era conocido como causante de 
infecciones asintomáticas en recién nacidos en la India (Clark et al., 1987; Nakagomi et 
al., 1990; Urasawa et al., 1992; Zizdic et al., 1992; Das et al., 1993).  
A partir de mediados de la década de 1990 hubo un notable incremento en la 
detección de cepas G9 como causa de gastroenteritis, y en los últimos años los rotavirus 
G9 se han convertido en uno de los cinco genotipos con más importancia 
epidemiológica en todo el mundo, tanto en países desarrollados como en vías de 
desarrollo  (Ramachandran et al., 1996; Griffin et al., 2000; Iturriza-Gomara et al., 
2000; Palombo et al., 2000; Widdowson et al., 2000; Araujo et al., 2001; Banyai et al., 
2004). 
En el presente estudio hemos demostrado que las cepas de rotavirus circulantes 
en nuestra área pertenecen al linaje III y al sublinaje IIId, observándose una alta 
similitud entre ellas (97,5% de identidad de aminoácidos) y con las cepas de referencia, 
lo que coincide con otros estudios (Clark et al., 1987; Clark et al., 2004; Rahman et al., 
2005; Santos y Hoshino, 2005; Martinez-Laso et al., 2009). A pesar de esta escaza 
diversidad en las secuencias nucleotídicas de G9, hemos encontrado dos “clusters” 
claramente diferenciados, el “cluster” A en el que se agrupa la mayoría de nuestras 
cepas junto con una cepa italiana de linaje IIId, y el “cluster” B, que incluye claramente 
a 8 cepas junto con otro pequeño grupo de 4 cepas que parecen ser “de transición”.  La 
cepa de referencia AF281044 del  linaje IIIc es una cepa de origen irlandés que muestra 
un comportamiento anómalo, pues en nuestro análisis se incluye entre nuestras cepas 
del sublinaje IIId. 
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El origen de la emergencia del genotipo G9 es controvertido. Sin embargo, 
algunos estudios recientes sugieren una transmisión inter-especie entre cerdos y 
humanos (o viceversa), que habría sucedido a mediados de los años 80 (Matthijnssens et 
al., 2010). Estudios de inferencia bayesiana de muestras secuenciadas a lo largo del 
tiempo permiten estimar que 1989 es el momento de aparición del ancestro común más 
reciente (“the most recent common ancestor” TMRCA) para el principal “cluster” del 
genotipo III de G9, que constituye el 90% de las cepas G9 actualmente circulantes en 
todo el mundo, con un intervalo 95% de credibilidad de 1986-1992. Un mismo gen VP7 
estaba ya presente en las cepas G9 circulantes a finales de la década de los 80 y 
comienzos de los 90, que fueron capaces de transmitirse y diseminarse por todo el 
mundo en menos de una década (Matthijnssens et al., 2010). Otra estimación interesante 
es el momento de divergencia en 1985 para los “subclusters” aislados en China y Japón 
de cerdos y de humanos, lo que sugiere una infección eficaz y una rápida transmisión 
entre individuos de la nueva especie hospedadora. El hecho de que en el “subcluster” 
porcino se haya encontrado una diversidad mayor que en el humano avala la sospecha 
de que la transmisión se produjo del cerdo al humano (Teodoroff et al., 2005). 
Según las reconstrucciones filogenéticas bayesianas realizadas por Matthinssens 
y cols., el ancestro común más reciente (TMRCA) para el conjunto de las cepas 
animales y humanas de genotipo G9 se estimaría en 1927 (1879-1962), lo que indicaría 
que este genotipo ha estado circulando durante muchos años. Las primeras 
descripciones de rotavirus G9 en humanos y en cerdos datan de principios de los 80 
(Clark et al., 1987; Nakagomi et al., 1990; Cao et al., 2008), lo que dificulta determinar 
cuál es la especie de origen de este genotipo, ya que además es posible que se hayan 
producido múltiples transmisiones inter-especie entre humanos y cerdos. Otros análisis 
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filogenéticos de rotavirus G9 también encuentran patrones de similaridad entre genes 
VP7 G9 humanos y porcinos (Hoshino et al., 2005; Martinez-Laso et al., 2009); que se 
explicarían por transmisión zoonótica y evolución convergente (Phan et al., 2007). 
  Se han encontrado diferencias de aminoácidos en cuatro de las cinco regiones 
antigénicas descritas (Laird et al., 2003), al igual que otros estudios que encuentran 
cambios aminoacídicos (Martinez-Laso et al., 2009). En nuestro análisis de secuencias, 
la región D se mantiene conservada; pudiendo inferirse que dichos cambios específicos 
en 16 de las 57 secuencias analizadas han sido generadas por mutaciones puntuales, por 
lo que coincidimos con otros autores en que dichos cambios podrían modificar la 
antigenicidad de las correspondientes regiones, lo que tendría que ser estudiado más 
profundamente (Hoshino et al., 2004; Martinez-Laso et al., 2009). 
 Todas las cepas G9 detectadas en el presente estudio presentaban un genotipo 
P[8], a diferencia de las estudiadas en otras áreas geográficas, en las que se han 
encontrado combinaciones G9P[6] (Iturriza-Gomara et al., 2000; Stupka et al., 2007) e 
incluso G9P[4] (Araujo et al., 2001; Lin et al., 2006). Sin embargo, la combinación 
G9P[8] es actualmente la predominante en todo el mundo (Endara et al., 2007; Ahmed 
et al., 2010; Tort et al., 2010). Las secuencias nucleotídicas del gen VP4 de las cepas 
P[6] encontradas en Inglaterra a finales de los 90 mostraban un elevado grado de 
similitud (≥ 98%), mientras que las secuencias nucleotídicas de las cepas P[8] se 
agrupaban con cepas que presentaban otros tipos G, sin guardar ninguna relación 
geográfica ni temporal (Iturriza-Gomara et al., 2000). Esta observación les permitió 
emitir la hipótesis de que las cepas G9P[8] habrían surgido recientemente a través de 
recombinaciones en humanos entre cepas G9P[6] y otras cepas G1, G3 o G4, más 
comunes y que habitualmente son portadoras del genotipo P[8]. En nuestro estudio el  
gen de la VP4 de las cepas G9 presento un mismo genotipo P[8], no siendo  
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secuenciado dicho gen, por lo cual  no tenemos información sobre la diversidad de las 
secuencias de este gen, aunque de acuerdo con los resultados obtenidos del estudio 
filogenético de VP7 es probable que también presenten un alto grado de homología. 
 La introducción de las vacunas de rotavirus, Rotarix y RotaTeq contribuye a 
incrementar una presión inmunitaria selectiva sobre las cepas circulantes de rotavirus en 
la población humana, influyendo probablemente en sus tasas de evolución. La 
capacidad que tienen las nuevas cepas de rotavirus (por ejemplo, mutantes de escape a 
las vacunas, nuevos recombinantes) de diseminarse por todo el mundo en un periodo tan 
breve de tiempo como una década, como ha sucedido con G9, e incluso en menos 
tiempo por los movimientos migratorios y los viajes tan frecuentes, constituye una 
amenaza para reducir la eficacia de las vacunas. Estos hechos justifican la necesidad de 
realizar estudios de vigilancia epidemiológica de las cepas de rotavirus circulantes en 
las distintas regiones geográficas a lo largo del tiempo, asi como evaluar la erficacia de 
la vacunas y probables via de trasmisión de los genotivpos circulantes.  
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5.1. ANTECEDENTES 
Los genes que codifican las proteínas estructurales VP7 y VP4 definen los 
genotipos G y P, respectivamente. En los estudios publicados de las infecciones por 
rotavirus en seres humanos se han identificado distintos genotipos G y P circulando 
simultáneamente en diferentes partes del mundo (Santos y Hoshino, 2005; Estes y 
Kapikian, 2007; Gulati et al., 2007; Martella et al., 2007; Munford et al., 2007; 
Matthijnssens et al., 2008). Actualmente existe sólo una información limitada referente 
a la detección o la variabilidad genética del gen que codifica la proteína no estructural 4 
(NSP4) (Ciarlet et al., 2000; Mori et al., 2002; Iturriza-Gomara et al., 2003; Araujo et 
al., 2007; Mascarenhas et al., 2007). 
La proteína no estructural 4 (NSP4) es codificada por el segmento genómico 10, 
está conformada por 175 aminoácidos (aa) (Estes y Kapikian, 2007) y tiene múltiples 
funciones en la morfogénesis y en la patogenia por rotavirus (Figura 26). NSP4 actúa 
como receptor intracelular en la membrana del retículo endoplasmático de las partículas 
de doble capa e interacciona con las proteínas de la cápside viral en el retículo 
endoplásmico (ER), paso que es fundamental para la adquisición de una membrana viral 
transitoria y la maduración de las partículas virales (Au et al., 1989; Estes y Cohen, 
1989; Meyer et al., 1989; Au et al., 1993; Taylor et al., 1996; O'Brien et al., 2000; 
Taylor, 2003). NSP4 también causa la desestabilización de la membrana y la 
interferencia en uniones estrechas (“tight junctions”) (Tian et al., 1996; Browne et al., 
2000; Huang et al., 2001; Tafazoli et al., 2001; Huang et al., 2004) y aumenta los 
niveles de calcio intracelular (Tian et al., 1994; Tian et al., 1995; Dong et al., 1997; 
Morris et al., 1999). NSP4 ha sido descrita por su actividad enterotoxigénica viral, al 
inducir diarrea en ratones jóvenes (Ball et al., 1996; Horie et al., 1999; Morris et al., 
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1999; Rodriguez-Diaz et al., 2003). Rodriguez-Díaz et al. estudiaron la participación del 
óxido nítrico en la infección por rotavirus in vivo y de NSP4 in vitro en macrófagos 
peritoneales de ratón, efectos que son inhibidos por suero anti-NSP4 (Rodriguez-Diaz et 
al., 2006). Esta actividad se localiza en el dominio enterotóxico de la proteína, en la 
secuencia de los aminoácidos 109 al 135 (Borghan et al., 2007). 
 
 
 
 
 
 
Fig. 26. Representación esquemática de la proteína NSP4 de rotavirus. La proteína no 
estructural NSP4 consta de 175 aminoácidos y sirve como receptor intracelular en la membrana del 
retículo endoplasmático de las partículas de doble capa e interacciona con las proteínas de la 
cápside viral (Taylor, 2003). En el esquema se observan las tres regiones hidrofóbica: H1 en color 
verde (entre el aminoácido (aa) 7 al 25 aa), en el cual se observa los dos sitios de glicosilación aa 8 y 
aa 18; H2 en color verde (entre el aa 30 al aa 54); H3 (entre el aa 67 al 95). La región 
enterotoxigénica, que se encuentra ubicada entre los aminoácidos 114 y 135 (Ball et al., 1996), en 
color violeta se muestra la región del dominio helicoidal
 
anfipático alfa-hélice de la glicoproteína; en 
color azul el dominio de unión con la VP4 y en color amarillo el dominio de unión con la VP6 de las 
partículas de cápside interna (ICP). 
 
 
Se llegó a proponer que las cepas de rotavirus causantes de infecciones 
asintomáticas diferían en su secuencia nucleotídica del gen de NSP4, siendo éste un 
marcador de virulencia. Esta hipótesis se analizó con virus recombinantes en cerdos 
gnotobióticos (Hoshino et al., 1995). Sin embargo, varios estudios compararon los 
genes de la NSP4 de cepas de rotavirus aisladas de casos con diarrea y de cepas 
causantes de infecciones asintomáticas, no encontrándose diferencias entre ellas (Horie 
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et al., 1997; Lee et al., 2000). Estos hallazgos sugieren que NSP4 puede no ser el único 
determinante de patogenicidad en rotavirus. 
Se ha propuesto que los anticuerpos frente a NSP4 podrían reducir la frecuencia 
y severidad de la diarrea en ratones. Junto con los estudios en seres humanos, hay datos 
que sugieren que la respuesta inmune frente a NSP4 podría modular la diarrea inducida 
por rotavirus en la enfermedad (Ball et al., 1996; Yuan et al., 2004; Rodriguez-Diaz et 
al., 2005; Vizzi et al., 2005).  
A finales de la década de los 90 y comienzos de los años 2000 se describieron 
seis genotipos o alelos distintos del gen NSP4 de rotavirus del grupo A, que se 
denominaron con letras (A-F). Estos genotipos incluían tanto a las cepas humanas de 
rotavirus como a las de animales (Cunliffe et al., 1997; Kirkwood y Palombo, 1997; 
Cao et al., 1999; Ciarlet et al., 2000; Mori et al., 2002), aunque se encontraron 
asociaciones preferentes de ciertos genotipos con determinadas especies de 
hospedadores. Esta clasificación en seis genotipos distintos de NSP4, A (KUN), B (Wa), 
C (AU-1), D (EW) E (PO-13) y F (Ch-1) es la que se ha venido utilizando hasta ahora. 
Las cepas con genotipos A, B, C y D se detectan en mamíferos, mientras que los 
genotipos E y F se identifican en aves (Ito et al., 2001; Mori et al., 2002). Los genotipos 
A, B y C se han detectado en seres humanos (Ciarlet et al., 2000; Mori et al., 2002; 
Mori et al., 2002; Lin y Tian, 2003), siendo el genotipo B el encontrado con más 
frecuencia (Iturriza-Gomara et al., 2003). Se describió que las cepas pertenecientes al 
genotipo B presentaban habitualmente las combinaciones G1P[8], G3P[8] ó G4P[8] 
asociadas a un electroforetipo largo, mientras que las cepas del genotipo A presentaban  
habitualmente la combinación G2P[4] con un electroforetipo corto (Cunliffe et al., 
1997).  
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En 2008, el “Rotavirus Classification Working Group” (RCWG) propuso 
establecer 11 genotipos E (de enterotoxina) para el gen de NSP4, y cambiar la 
nomenclatura a E1-E11, que se corresponden con los genotipos descritos anteriormente 
de la siguiente forma: E1 = B (Wa-like), E2 = A (KUN-like), E3 = C (AU-1-like), E4 = 
cepas aviares PO-13-like, E5 = cepas de conejo del antiguo genotipo A, E6 = cepas 
humanas con nuevo genotipo, E7 = D (EW-like), E8 = cepas bovinas y caninas con 
nuevo genotipo, E9 = cepas porcinas y humanas con nuevo genotipo, E10 = F (Ch-1), 
E11 = cepas aviares PO-13-like (Figura 27). Se determinó que el punto de corte 
adecuado para definir los genotipos es el porcentaje de identidad del 85% en la 
secuencia nucleotídica del gen, aunque existen identidades intragenotípicas por debajo 
de este valor porcentual. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 27. Dendrograma de genotipos NSP4 según el “Rotavirus Classification Working Group” 
(RCWG). Ha sido construido con 430 secuencias nucleotídicas de NSP4 y se muestran los valores de 
“bootstrap” superiores a 50 (2.000 réplicas). La línea vertical de puntos indica la mejor opción 
encontrada para dividir el dendrograma en genotipos, que corresponde a un 85% de porcentaje de 
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identidad de secuencias. Algunos „clusters‟ se representan como triángulos, en los que la altura del 
triángulo representa el número de secuencias y su anchura la diversidad genética dentro del 
„cluster‟. A la derecha se indican los nombres de los genotipos en la nomenclatura antigua (columna 
B) y en la nomenclatura nueva propuesta por el RCWG (columna C) (Matthijnssens et al., 2010). 
 
Existe una asociación muy estrecha entre el genotipo NSP4 y el subgrupo VP6 
en los rotavirus humanos, de forma que el genotipo NSP4 A(E2) se asocia siempre con 
el subgrupo I, mientras que el genotipo NSP4 B(E1) lo hace siempre con el subgrupo II, 
incluso en cepas recombinantes (Iturriza-Gomara et al., 2003). Los genes de VP6 y 
NSP4 parece que se segregan de acuerdo a la especie animal de origen de las cepas 
víricas. También se encontró en experimentos de hibridación en Northern Blot de 
genomas de cepas de rotavirus comunes con sondas complementarias a los genotipos A 
y B de NSP4 la existencia de una posible asociación entre el genotipo NSP4 y el 
subgrupo VP6 (Kirkwood et al., 1999). No se han encontrado evidencias de que se 
produzcan recombinaciones de los genes 6 y 10. La asociación entre estos genes puede 
ser una consecuencia de la función de NSP4 como receptor para VP6 durante la 
morfogénesis vírica, lo que sugiere la existencia de una co-evolución de los genes 
codificantes de estas dos proteínas. La segregación de los genotipos A y B de NSP4 y 
los subgrupos VP6 en diferentes especies animales puede ser debida a que alguna de 
ellas o ambas proteínas son importantes para determinar la especie hospedadora (Ciarlet 
et al., 2000; Iturriza-Gomara et al., 2003). Es llamativo que la mayor diversidad en la 
secuencia de aminoácidos entre genotipos se ha encontrado en el dominio 
citoplasmático, que es el que interacciona con VP6 (Estes et al., 2001). La vinculación 
NSP4-VP6, así como otras asociaciones entre genes observadas en virus recombinantes 
(con reordenamientos de segmentos genómicos), podría ser consecuencia de una mayor 
eficacia biológica (“fitness”) de los virus progenie que resultan más eficientes en su 
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replicación en un huésped determinado. La caracterización del gen de NSP4 puede ser 
también utilizada para investigar transmisiones inter-especie de cepas de rotavirus en 
estudios epidemiológicos (Iturriza-Gomara et al., 2003). 
En España, hasta el momento, no se han realizado estudios moleculares del gen 
NSP4 de cepas de rotavirus, a diferencia de los trabajos llevados a cabo con rotavirus de 
distintos genotipos G y P en otros países (Cunliffe et al., 1997; Mascarenhas et al., 
2006; Araujo et al., 2007). Este estudio presenta nuevos datos epidemiológicos sobre la 
circulación de los genotipos de NSP4 de rotavirus de muestras procedentes de niños con 
gastroenteritis en tres ciudades de la Comunidad Valenciana: Valencia, Sagunto y 
Castellón de la Plana.  
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5.2. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
5.2.1. Muestras 
  Las muestras de heces fueron recogidas de niños con gastroenteritis entre 
Octubre de 2005 y Octubre de 2009 en tres ciudades de la Comunidad Valenciana: 
Castellón de la Plana, Sagunto y Valencia. En todas las muestras se había detectado 
previamente la presencia de rotavirus por ELISA (Premier Rotaclone®, Meridian 
Bioscience) o inmunocromatografía (VIKIA® ROTA-ADENO de BioMeriéux y 
SIMPLE ROTA-ADENO de Operon). El gen NSP4 fue caracterizado en las cepas de 
rotavirus cuyo genotipo VP7 resultó ser G9. 
 
5.2.2. Análisis de NSP4  
La amplificación del gen de NSP4 fue llevada a cabo mediante PCR con los 
oligonucleótidos NSP4-F y NSP4-R (Ciarlet et al., 2000) (Tabla 21).  
 
Tabla 21. Oligonucleótidos de NSP4. 
Oligonucleótido Secuencia (5'-3') 
NSP4-F GGCTTTTAAAAGTTCTGTTCCGAG 
 
NSP4-R GGTCACACTAAGACCATTCC 
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El procedimiento seguido fue el siguiente: 
Se mezclaban 5 µl del ADNc con 45 µl de una solución “master” conteniendo: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 En un termociclador se realizaba secuencialmente un primer ciclo de 
desnaturalización (2 minutos a 94 ºC), 35 ciclos de amplificación (1 minuto a 94 ºC, 1 
minuto a 48 ºC y 1 minuto a 72 ºC) y un ciclo de extensión final (7 minutos a 72 ºC).  
Los productos de amplificación se analizaron por electroforesis en gel de 
agarosa de la misma manera que los genotipos VP7 en el capítulo anterior.  
Los amplicones se visualizaron en un transiluminador de luz UV, comparándolos 
con un marcador de pesos moleculares (100 pb Ladder Marker, Biotools). 
Posteriormente, para calcular la concentración de ADN de los amplicones, se utilizó el 
marcador “Low ADN Mass Ladder” (Invitrogen) con concentraciones de ADN 
variables. Por último, para la identificación exacta de los fragmentos amplificados se 
procedió a la secuenciación de los mismos. 
Tampón de PCR 10X 5 µl 
MgCl2 50 mM 2 µl 
dNTPs (10 mM, 
Pharmacia) 
1 µl 
Cebador NSP4-F        
10 µM 
1 µl 
Cebador NSP4-R        
10 µM 
1 µl 
Agua (DEPC) 34‟5 µl 
Taq polimerasa (5 U/µl 
Biotools) 
0‟5 µl 
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5.2.3. Secuenciación e identificación de los productos de amplificación  
 
5.2.3.1. Purificación de los productos de amplificación 
 Todo producto de amplificación que fue detectado en el análisis electroforético 
en gel de agarosa con un tamaño similar al esperado se purificó para su posterior 
secuenciación e identificación. Para ello, dependiendo de los patrones de bandas 
observados en el gel, se emplearon los dos métodos descritos en el capítulo II.  
 
 5.2.3.2. Secuenciación de los productos amplificados por RT-PCR 
 Tras la purificación de los productos de RT-PCR de NSP4 (743 pb), se procedió 
a su secuenciación utilizando el kit de secuenciación ABI PRISM BigDye® Terminador 
Cycle (Applied Biosystem) y un secuenciador automático (Applied Biosystems ABI 
PRISM 377). Para cada muestra a secuenciar se utilizó el cebador específico NSP4-F. 
La secuenciación fue realizada en el Servicio de Secuenciación de ADN y Análisis 
Molecular del Servicio Central de Soporte a la Investigación Experimental (SCSIE) de 
la Universitat de València.  
 
5.2.4. Estudio de las secuencias 
Las secuencias de NSP4 fueron alineadas y comparadas con las secuencias de NSP4 de 
cepas de referencia: AB009627 (Genotipo E11), AB065287 (Genotipo E10), U96335 
(Genotipo E7), D89873 (Genotipo E3), U59103 (Genotipo E2), D88829 (Genotipo E2), 
D88830 (Genotipo E1), AF093199 (Genotipo E1), D88831 (Genotipo E1), AJ236765 
USA (Genotipo E1), EU872163 Italia (Genotipo E1), GU138210 Rusia (genotipo E1), 
DQ995181 Eslovenia (Genotipo E1) disponible en GenBank, utilizando el software 
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Clustal X (Thompson et al., 1997). Los genotipos NSP4 se determinaron mediante 
análisis filogenético utilizando el programa MEGA, versión 4.0, aplicando el método de 
Neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987). Las secuencias aminoacídicas deducidas se 
analizaron con el programa GenDoc versión 2.7. Los árboles filogenéticos se 
visualizaron con el programa MEGA y TreeView (versión 1.6.2).  Con los parámetros 
descritos en el capítulo II.  
 
 Se estudió el polimorfismo y el nivel de divergencia de las secuencias de los 
distintos clusters obtenidos en el análisis filogenético utilizando el programa DnaSP 
versión 5.10.01 (Librado y Rozas, 2009). DnaSP es un programa informático interactivo 
para el análisis del polimorfismo de ADN a partir de datos de secuencias de nucleótidos 
(http://www.ub.edu/dnasp/) (Librado y Rozas, 2009). 
 
 
5.2.5. Números de acceso de secuencias de nucleótidos en GenBank 
Los datos de las secuencias nucleotídicas de la NSP4 fueron depositados en la 
base de datos de secuencias GenBank (ANEXO 2). 
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5.3. RESULTADOS  
5.3.1. Análisis de secuencias. 
El gen NSP4 se detectó en 150 muestras escogidas aleatoriamente de las 306 
rotavirus A genotipo G9P[8] descritas en el capítulo II. De ellas, se escogieron 60 
muestras (a las cuales a su vez se les había secuenciado el gen de la proteína VP7) para 
secuenciar asimismo el gen de la proteína NSP4. Se seleccionaron muestras de las 
cuatro temporadas invernales estudiadas (2005-06, 2006-07, 2007-08 y 2008-09) de los 
tres Departamentos de Salud. Sólo se obtuvieron 59 secuencias del gen de la NSP4.   
La distribución de dichas muestras secuenciadas anteriormente mencionadas por 
ciudad fue: 37,28 % Castellón de la Plana, 23,72 % de Sagunto y 40,67 % de Valencia. 
La distribución de las 59 muestras por periodo invernal se muestra en la tabla 22.  
 
Ciudades 2005-06 2006-07 2007-08 2008-09  Total 
Castellón de la Plana 3 12 7 0 22 
Sagunto 2 7 3 1 13 
Valencia  1 5 14 4 24 
Total 6 24 24 5 59 
Tabla 22. Distribución de las muestras escogidas al azar de tres ciudades de la Comunidad 
Valenciana (2005-2009) para caracterizar el gen NSP4 de rotavirus. 
 
Se determinó la secuencia del gen de la proteína NSP4 (545 pb) de las cepas de 
rotavirus con genotipo G9P[8]. Estas secuencias fueron analizadas y comparadas con 
secuencias de referencia obtenidas de GenBank (ANEXO 2). 
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En las 59 muestras del gen de la proteína NSP4 analizadas por secuenciación se 
encontró un alto grado de identidad nucleotídica (97-100 %).  
 
5.3.2. Análisis filogenético del gen NSP4. 
El análisis filogenético de los genes NSP4 de las 59 cepas reveló
 
que todas las 
cepas G9 se agrupan formando tres “clusters” definidos: “cluster A” formado por 49 
cepas provenientes de las tres áreas de las cuatro temporadas en estudio (“bootstrap” 
100%). Un “cluster B” formado por 3 cepas (del área de Castellón 2006; (“bootstrap” 
99%), y un “cluster C” “bootstrap” 100 % conformado por 6 cepas (secuencias del área 
de Valencia del año 2007 y 2008) (Figura 28). 
Cuando se realizó el alineamiento con las secuencias de referencia, las 
secuencias se agruparon con las del genotipo E1 (genotipo B) de NSP4, formando 
grupos diferentes dentro del mismo cluster (“bootstrap” 87 %).  
Ninguna de las muestras en estudio se agrupó con los genotipos E2, E3, E7, E10, 
ni E11 de la NSP4 (Figura 29). 
Al incluir en nuestro análisis cepas encontradas en Genbank de genotipos E1 de 
otras zonas del mundo, nuestras cepas se agruparon con cepas del genotipo NSP4-E1(B) 
provenientes del continente americano (USA, Brasil, Argentina) y de Europa (Italia, 
Eslovenia, Rusia) de años anteriores y de los mismos años del estudio (Figura 29).  
Así mismo, como fue descrito en el capítulo anterior, se estudió el polimorfismo 
y el nivel de divergencia de las secuencias de los distintos clusters obtenidos en el 
análisis filogenético utilizando el programa DnaSP versión 5.10.01 (Librado y Rozas, 
2009) (Tabla 24 y 25). 
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Fig. 28. Dendrograma de secuencias nucleotídicas del gen de NSP4. Se ha construido con secuencias 
parciales de NSP4 de 59 cepas de rotavirus G9P[8] de Castellón, Sagunto y Valencia (2005-2009) 
mediante el método Neighbor-joining y se muestran los valores de “bootstrap” superiores a 70 
(1.000 réplicas). Longitud de las secuencias = 545 pb. La escala indica la distancia genética 
calculada por el método de Jukes-Cantor. 
Cluster A 
Cluster B 
Cluster C 
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← Figura 29. Dendrograma de genes de NSP4 con cepas de referencia. Se ha construido con 70 
secuencias nucleotídicas de NSP4, 59 secuencias de Castellón, Sagunto y Valencia (2005-2009) y 13 
secuencias de referencia (se señalan con círculos rojos las secuencias de referencia del genotipo E1, 
con círculos rojos vacíos las secuencias E1 de distintos países y con triángulos azules las cepas de los 
genotipos E2, E3, E7, E10 y E11), utilizando el programa MEGA versión 4.0 y el método Neighbor-
joining. Se muestran los valores de “bootstrap” superiores a 70 (1.000 réplicas). La escala indica la 
distancia genética calculada por el método de “maximum likelihood”. 
 
5.3.3. Comparación de secuencias de aminoácidos. 
Al alinear con el programa GenDoc las secuencias de aminoácidos de la proteína 
NSP4 de las 59 cepas estudiadas con las cepas de referencia del genotipo E1(B), se 
observó que existían cambios de aminoácidos en los sitios 1 y 2 de glicosilación en la 
región H1 (entre el aminoácido (aa) 8 y el aa 18) de la porción amino-terminal de la 
proteína NSP4 en las siguientes cepas:  
a) N-glicosilación 1: 481, 573 y 621.  
b) N-glicosilación 2: 315, 364, 629, 452, 573, 586, 589 y 636 (Tabla 23 y figura 30).  
En los dos sitios donde se encuentra la cisteína, no se observaron cambios 
(figura 30). Los tres dominios hidrofóbicos (del aa 7 al aa 21 dominio H1, del aa 28 al 
aa 47 dominio H2,
 
y del aa 67 al aa 85 dominio H3) estaban conservados.  
Las variaciones se pudieron encontrar
 
en los sitios de unión con la VP4 (112-146 
aa),
 
con la VP6 (161-175 aa) y la porción del dominio anfipático alfa-hélice de la 
glicoproteína (93-133 aa).  
Sin embargo, la región propuesta como el péptido enterotóxico (114-135 aa) se 
mantuvo conservada en todas las cepas analizadas, en comparación con las cepas de 
referencia. 
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Tabla 23. Cambios de aminoácidos observados en los sitios de glicosilación 1 y 2 del dominio 
hidrofóbico H1 de la proteína NSP4. 
 
CEPAS NSP4 
SITIOS DE 
GLICOSILACION CONSENSO 
CAMBIO 
aa RESULTADO 
481 CS 2006 N-glicosilación 1 Asn-Tyr-Thr Tyr → Leu Asn-Leu-Thr 
573 VLC 2007 N-glicosilación 1 Asn-Tyr-Thr Asn → Ile Ile-Tyr-Thr 
573 VLC 2007 N-glicosilación 1 Asn-Tyr-Thr Tyr → Asp Ile-Asp-Thr 
621 VCL 2007 N-glicosilación 1 Asn-Tyr-Thr Thr → Arg Asn-Tyr-Arg 
315 CS 2006 N-glicosilación 2 Asn-Tyr-Thr Thr → Pro Asn-Tyr-Pro 
364 CS 2006 N-glicosilación 2 Asn-Tyr-Thr Thr → Ile Asn-Tyr-Ile 
629 CS 2007 N-glicosilación 2 Asn-Tyr-Thr Thr → Pro Asn-Tyr-Pro 
452 VLC 2006 N-glicosilación 2 Asn-Tyr-Thr Thr→ Ile Asn-Tyr-Ile 
573 VLC 2007 N-glicosilación 2 Asn-Tyr-Thr Thr → Ala Asn-Tyr-Ala 
586 VLC 2007 N-glicosilación 2 Asn-Tyr-Thr Thr → le Asn-Tyr-Ile 
589 VLC 2007 N-glicosilación 2 Asn-Tyr-Thr Thr → Pro Asn-Tyr-Pro 
636 VLC 2007 N-glicosilación 2 Asn-Tyr-Thr Thr →le Asn-Tyr-Ile 
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Figura 30. Alineamiento de las secuencias deducidas de aminoácidos de NSP4 de cepas de rotavirus 
G9P[8]. Se representan los tres dominios hidrofóbicos en barras azules (7-21 aa: dominio H1; 28-47 
aa: dominio H2;
 
67-85 aa: dominio H3). Se indican los dominios de unión con la VP4 con una barra 
amarilla (112-146 aa),
 
con la VP6 con una barra roja (161-175 aa) y la porción del dominio
 
anfipático alfa-hélice de la glicoproteína con un rectángulo de color negro en puntos (93-133 aa). La 
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región descrita como una enterotoxina en rectángulo rojo en puntos (114-135 aa). Los dos sitios de 
glicosilación se marcan con rectángulos negros con línea continua. 
 
 
5.3.4. Polimorfismo y nivel de divergencia de las secuencias de NSP4 
 
 Tras la utilización del programa DnaSP 5.10.01 se obtuvieron los siguientes 
resultados reflejados en las tablas 24 y 25.  
 
 
 
Cluster E1-A Cluster E1-B 
 
Cluster E1-C 
 
Núm. de secuencias 49 4 6 
Núm. de sitios 
polimórficos 
79 41 14 
Núm. total de mutaciones 95 41 14 
 
Promedio de diferencias 
de nucleótidos, k 
9,490 20,833 4,933 
Diversidad nucleotídica, 
Pi 
0,01748 0,03837 0,00909 
Diversidad nucleotídica 
con Jukes y Cantor,  
Pi JC 
0,01781 0,03972 0,00921 
Desviación típica  
de Pi JC 
0,00242 0,01326 0,00481 
 
Tabla 24 . Diversidad entre grupos de secuencias (clusters E1-A, E1-B y E1-C) del gen de NSP4 de 
cepas del genotipo G9 de rotavirus. 
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Diversidad entre  
poblaciones 
Clusters E1-A / 
E1-B 
Clusters E1-A / 
E1-C 
 
Clusters E1-B / 
E1-C 
 
Núm. de diferencias fijas 16 16 19 
Mutaciones compartidas 11 7 3 
 
Promedio de diferencias 
de nucléotidos entre 
poblaciones 
43,434 33,765 38,333 
Promedio de 
sustituciones de 
nucleótidos por sitio 
entre poblaciones, Dxy 
0,07999 0,06218 0,07047 
Dxy con Jukes y Cantor, 
Dxy(JC) 
0,08472 0,06498 0,07408 
Desviación típica de    
Dxy(JC) 
0,01391 0,00880 0,02290 
Núm. de sustituciones 
netas de nucleótidos 
entre poblaciones, Da 
0,05207 0,004890 0,04678 
Da con Jukes y Cantor, 
Da(JC) 
0,05595 0,05147 0,04966 
Desviación típica de 
Da(JC) 
0,01479 0,00907 0,02349 
 
Tabla 25. Diversidad entre grupos de secuencias (clusters  E1-A, E1-B y E1-C) del gen de NSP4 de 
cepas del genotipo G9 de rotavirus. 
 
 
Posterior, al estudio del polimorfismo y del nivel de divergencia de las 
secuencias de los “clusters E-1, E-2 y E-3” se observó al igual que en el capítulo 
anterior un coeficiente de diversidad nucleotídica del total de secuencias analizadas 
bajo, objetivándose una homogeneidad entre las secuencias evaluadas. Cabe destacar, al 
hacer el análisis de diversidad entre las tres poblaciones, se observó un mayor número 
de mutaciones compartidas entre el clusters E-1 A y E-1 B en comparación con el resto. 
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5.4. DISCUSIÓN 
Rotavirus G9 ha sido considerado un genotipo que presenta una diversidad 
mucho mayor que otros, debido probablemente a que las cepas de este genotipo tienen 
más probabilidades de realizar recombinaciones con cepas de otros genotipos (Unicomb 
et al., 1999; Ramachandran et al., 2000; Das et al., 2002; Fang et al., 2002; Rahman et 
al., 2003; Santos et al., 2003; Hoshino et al., 2005). Así mismo, se ha demostrado la 
existencia de variaciones en el gen que codifica la proteína no estructural de la NSP4 
(Lee et al., 2000; Estes, 2001; Iturriza-Gomara et al., 2003).  
Por estos motivos nos ha interesado analizar la variabilidad que presenta el gen 
de la proteína NSP4 y determinar los genotipos NSP4 en las cepas de rotavirus G9 
detectadas en los últimos años en la Comunidad Valenciana. La estrategia seguida en 
este estudio sobre la variabilidad del gen de NSP4 consistió en su amplificación por 
PCR para después secuenciar los amplificados obtenidos, lográndose secuencias de más 
de 540 nucleótidos de longitud con el cebador NSP4-F. Aunque algunos genes se 
secuenciaron con los cebadores NSP4-F y NSP4-R, la mayoría se secuenciaron 
solamente con NSP4-F.  
Rodríguez-Díaz et al. diseñaron un procedimiento alternativo, consistente en una 
técnica de tipificación del gen de NSP4 basada en una PCR múltiple semi-anidada, 
similar a las diseñadas para tipificar los genotipos G y P (Rodriguez-Diaz et al., 2008). 
Esta técnica no ha sido aplicada en este trabajo, ya que cuando se publicó éste ya se 
estaba llevando a cabo, y no habría permitido analizar filogenéticamente el gen de 
NSP4. Sin embargo, aporta ventajas interesantes, como una mayor rapidez en el análisis 
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y un menor coste económico. La necesidad de utilizar cebadores específicos de cada 
genotipo implica un riesgo potencial de no detectar mutantes con cambios en las 
secuencias de unión de los cebadores. Asi mismo, han sido descritos dos métodos 
basados en PCR para difereciar los genotipos E1-E2 y E3 (A, B, y C) (Ray et al., 2003; 
Banyai et al., 2009). 
NSP4 es una proteína multifuncional descrita como la primera enterotoxina de 
origen viral. Las distintas regiones funcionales de la proteína NSP4 han sido definidas 
en la región de los aminoácidos (aa) 114 al 135, que es capaz de inducir diarrea y por lo 
tanto, de actuar como una enterotoxina. La región del aa 87 al aa 145 es el sitio de 
interacción con la proteína VP4 (Boshuizen et al., 2004). También, como se ha descrito 
anteriormente, la proteína NSP4 tiene capacidad de inducir respuestas de anticuerpos 
heterotípicas durante la infección (Ray et al., 2003; Rodriguez-Diaz et al., 2005). 
Hasta la fecha se han identificado seis genotipos de NSP4 de rotavirus (Ciarlet et 
al., 2000; Mori et al., 2002; Lin y Tian, 2003), con una mayor diversidad en el gen de la 
NSP4 de los rotavirus humanos en los genotipos A(E2) y B(E1) (Iturriza-Gomara et al., 
2003). En este estudio, el genotipo predominante en la Comunidad Valencia en el 
periodo 2005-2009 fue el genotipo B, que se corresponde con el genotipo E1 de NSP4 
según la nueva clasificación que el “Rotavirus Classification Working Group” (RCWG) 
propuso en el año 2008 (Matthijnssens et al., 2008). 
No existen datos anteriores en relación con los genotipos NSP4 de rotavirus
 
en 
España, por lo que nuestros resultados representan la primera documentación
 
de 
genotipos NSP4 de rotavirus circulantes en este país. 
CAPÍTULO III_________________________________________________________ 
 
 
  
120 
A pesar que las cepas estudiadas provenían de tres ciudades diferentes de la 
Comunidad Valenciana y de periodos invernales distintos, no existió variación alguna 
en el genotipo E1 de NSP4 encontrado. Estos resultados son similares a los descritos 
por otros autores en diferentes regiones geográficas en el mundo (Lee et al., 2000; 
Iturriza-Gomara et al., 2003; Kirkwood et al., 2006; Mascarenhas et al., 2006; Shah et 
al., 2006; Araujo et al., 2007; Xu et al., 2010). Así mismo, ninguna de las muestras 
analizadas en nuestro estudio estaban estrechamente relacionados con la cepa prototipo 
UA-1, que fue aislada de seres humanos y se describe como NSP4 genotipo E3 (C) 
(Iturriza-Gomara et al., 2003). De la misma manera, no se encontraron cepas 
relacionadas con otros genotipos diferentes de la NSP4 descritos (Stupka et al., 2007; 
Tavares Tde et al., 2008). 
Varios estudios han comparado el gen de la NSP4 de diferentes cepas de 
rotavirus aislados de niños con diarrea y de niños asintomáticos (Cunliffe et al., 1997; 
Lee et al., 2000; Mascarenhas et al., 2007). En nuestro estudio, todos los genes 
caracterizados de la NSP4 eran de rotavirus de niños con diarrea. Este tipo de muestras 
son también las analizadas en otros trabajos (Horie et al., 1997; Lee et al., 2000; 
Mascarenhas et al., 2007).  
En el presente estudio, no se ha observado variación en el genotipo de la NSP4 
de ninguna cepa de rotavirus del genotipo G9, vinculándose dichas cepas con el 
genotipo E1 (B) de la NSP4. Por el contrario, estudios realizados en Brasil han descrito 
el hallazgo de los genotipos A(E2) y B(E1) en cepas G9P[8] y P[6] (Tavares Tde et al., 
2008). De igual forma, en el análisis filogenético del gen NSP4 descrito en Argentina, 
las cepas G9P[8] y G9P[6] pertenecían a los genotipos A(E2) y B(E1), respectivamente. 
Shah et al. (2006) analizaron las secuencias de NSP1 y de NSP4 de 29 cepas de 
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rotavirus G9 representativas de aislados de 9 años (1997-2002) en Australia. 
Encontraron una mayor variabilidad en el gen NSP1 que en NSP4, siendo todas las 
cepas del genotipo B (E1) y sólo una del genotipo A (E2).  
Nuestras cepas G9P[8] se han agrupado filogenéticamente con otras cepas 
G9P[8] aisladas en diferentes partes del mundo, a excepción de tres cepas detectadas en 
Bangladesh y USA, que podrían ser recombinantes. Se ha descrito en países de 
Sudamérica que el gen de la NSP4 de cepas con genotipo G9P[8] se ha agrupado con 
otras cepas provenientes de otros países vecinos circulantes durante el mismo período, 
al igual que sucede con las cepas de nuestro estudio (Fig. 29), lo que sugiere una posible 
transmisión a través de las fronteras entre países, y en nuestro caso, entre ciudades 
pertenecientes a la misma Comunidad. Así por ejemplo, en Australia y USA se han 
agrupado cepas G9P[8] con cepas G9P[8] aisladas en Sudamérica, reforzando la idea de 
una rápida propagación en todo el mundo de cepas G9P[8] (Banyai et al., 2004; Santos 
y Hoshino, 2005). 
Ramachandran et al. en el año 2000 observaron por medio de análisis de 
hibridación que la cepas G9 aisladas desde 1995 presentaban la combinación con P[6], 
tenían el genotipo E2 (A) de NSP4 y pertenecían al genogrupo DS-1, mientras que las 
cepas con la combinación G9P[8] presentan el genotipo E1(B) y pertenecían al 
genogrupo Wa. A pesar de que en nuestro estudio no se realizó el análisis por 
hibridación, la caracterización molecular del gen VP7 y NSP4 permite inferir que 
nuestras cepas G9 pertenecen al genogrupo Wa (Nakagomi et al., 1989; Ramachandran 
et al., 2000).  
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 Como se ha descrito, en la secuencia de la proteína NSP4 existen dos zonas 
claramente definidas, la porción amino-terminal y la porción carboxi-terminal. La 
porción amino-terminal posee tres zonas hidrofóbicas (H1, H2, H3) (Estes, 2001) que, 
según nuestros resultados, se mantienen altamente conservadas sin por lo tanto afectarse 
las funciones de esta región.  
 
En el dominio carboxi-terminal, donde se encuentran la mayor parte de las 
actividades de la proteína NSP4, se han observado la mayoría de las variaciones de 
aminoácidos de las cepas de nuestro estudio. Dichos cambios se concentraron 
principalmente en el dominio variable entre especies (131-141 aa) y en la región VP6 
(156-175 aa), siendo nuestros datos sobre la región de 131-141 aa similares a otros 
estudios (Cunliffe et al., 1997; Lee et al., 2000; Araujo et al., 2001; Iturriza-Gomara et 
al., 2003; Estes y Kapikian, 2007; Tavares Tde et al., 2008), que describen también 
cambios en estas regiones en los distintos genotipos de la proteína NSP4.  
 Nuestro estudio ha identificado también cambios en la región de la unión de 
NSP4 con la proteína VP4 (112-148 aa), lo que ha sido también descrito previamente 
(Lee et al., 2000). 
 La respuesta inmune frente a la proteína NSP4 ha sido investigada por algunos 
autores (Ray et al., 2003), y aunque no se ha definido si la inclusión de esta proteína en 
las vacunas contra rotavirus presentaría alguna ventaja (Araujo et al., 2007). En este 
contexto, se han llevado a cabo estudios para dilucidar los determinantes antigénicos de 
la proteína NSP4, habiéndose descrito dos regiones inmunodominantes en la NSP4 de la 
cepa de rotavirus aviar PO-13 (P(17), G7, NSP4 genotipo e (E11). El sitio antigénico I 
(AS I) (aminoácidos 151 a 169) y el sitio antigénico II (AS II) (aminoácidos 136-150) 
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son dos regiones inmunodominantes y se encuentran en el citoplasma (Borgan et al., 
2003). Posteriormente, Rodriguez-Diaz et al. demostraron que el dominio C-terminal 
(aa 136-175) de la NSP4 es inmunodominante en la cepa humana Wa (Rodriguez-Diaz 
et al., 2004) 
El papel que tanto las respuestas inmunes humoral como mediada por células 
frente a NSP4 puede desempeñar en la protección contra la infección por rotavirus es 
aún poco conocido. NSP4 ha mostrado inducir la respuesta inmune humoral y celular en 
seres humanos (Johansen et al., 1999; Ray et al., 2003; Yuan et al., 2004). 
En el estudio realizado por Rodríguez–Díaz et al. (2005) se describe la respuesta 
de anticuerpos frente a la proteína NSP4 en niños y adultos sanos, al igual que en niños 
convalecientes tras infección aguda (Rodriguez-Diaz et al., 2005). Encontraron que los 
anticuerpos en el suero humano podían distinguir entre los genotipos de la NSP4 A y B 
de niños infectados naturalmente, coincidiendo con los resultados obtenidos por Yuan et 
al. (2004), que detectan tanto homotípica y heterotípicamente la respuesta frente a la 
NSP4 en niños vacunados frente a rotavirus (Yuan et al., 2004).  
Por todo esto, consideramos que el conocimiento de los genotipos de NSP4 de 
las cepas de rotavirus circulantes permite llevar a cabo una mayor caracterización de las 
mismas, complementando los genotipos G y P, lo que permite evaluar mejor su 
transmisión y establecer las bases para posteriores estudios sobre la proteína NSP4 en 
relación con la respuesta inmunológica, comparándola con la respuesta frente a las 
proteínas estructurales de rotavirus.  
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6- CAPITULO IV 
 
ANÁLISIS FILOGENÉTICO CONJUNTO DE LOS GENES 
CODIFICANTES DE VP7 Y NSP4 DE CEPAS DE 
ROTAVIRUS G9 
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6.1. ANTECEDENTES 
 
Los estudios epidemiológicos de rotavirus en la población humana demuestran 
que estos virus presentan una gran diversidad genética, como sucede con otros muchos 
virus con genoma ARN. Existe una importante diversidad de genotipos G y P, además 
de los referidos a los demás genes codificantes de proteínas estructurales y no 
estructurales, y en las combinaciones de los mismos. En la evolución y diversidad de los 
rotavirus participan principalmente tres mecanismos: recombinaciones génicas, 
acumulaciones de mutaciones puntuales (“drift”) y reordenamientos de segmentos 
genómicos (“shift”) (Iturriza-Gomara et al., 2000). 
Los intercambios o mezclas de segmentos genómicos mediante fenómenos de 
reordenamiento (“reassortment”) pueden ocurrir tras infecciones mixtas de una misma 
célula por dos cepas víricas diferentes. Estos reordenamientos no parecen producirse al 
azar. Se ha observado que existe in vivo una influencia por parte del hospedador sobre la 
combinación de segmentos génicos tras infecciones mixtas (Ramig, 1997). También se 
ha comprobado mediante experimentación animal que el estado inmunitario del animal 
afecta a los reordenamientos resultantes (Gombold y Ramig, 1989). Se ha sugerido 
también que los reordenamientos pueden dar lugar a cambios en algunos epítopos 
conformacionales a través de cambios en las interacciones entre proteínas, lo que 
contribuiría a la evolución de los serotipos (Lazdins et al., 1995). Además, los saltos de 
barrera interespecie y el consiguiente reordenamiento de segmentos génicos de origen 
animal y humano tienen un enorme potencial para incrementar la diversidad de cepas 
cocirculantes de rotavirus. La aparición en la población humana de estas cepas con 
genes de origen animal, que codifican proteínas a las que los seres humanos no son 
inmunes, causaría su rápida diseminación (Iturriza-Gomara et al., 2000). Existen datos 
que apoyan que esto sucedió con la aparición de las cepas del genotipo G9P[8]  
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(Iturriza-Gómara. M. et al., 2003). 
Las cepas G9P[8] probablemente surgieron en humanos a través de 
reordenamientos entre cepas G9P[6] introducidas recientemente y cepas G1P[8], 
G3P[8] o G4P[8] que aportaron el gen VP4 (Iturriza-Gomara et al., 2001). La incidencia 
de G9P[6] se ha mantenido muy baja, lo que una menor eficacia biológica o una menor 
capacidad replicativa en humanos. 
Algunos hallazgos sustentan la teoría de que la introducción de rotavirus G9 en 
la población humana a principios de los años 80 sucedió de forma brusca y se siguió de 
una rápida diseminación: 
- La relativa falta de diversidad nucleotídica del gen VP7 de las cepas G9P[6] 
y G9P[8] y entre las secuencias VP4 de G9P[6] en comparación con la 
observada en las secuencias VP7 y VP4 de cepas de tipos G y P más 
comunes en la población humana (Iturriza-Gomara et al., 2001). 
- La agrupación cronológica de las secuencias de VP7 de G9 en linajes y la 
diversidad de linajes cocirculando en momentos de máxima incidencia de 
G9P[8] (Iturriza-Gómara. M. et al., 2003). 
- La mayor variabilidad de las secuencias nucleotídicas de VP4 en las cepas 
G9P[8], que se agrupan en los mismos linajes que las cepas P[8] con otros 
genotipos G, que no se correlaciona con agrupaciones temporales o 
geográficas  (Gouvea et al., 1999; Gouvea y Santos, 1999; Iturriza-Gomara 
et al., 2001). 
- La observación de que una proporción importante de infecciones con cepas 
G9P[6] y G9P[8] son infecciones severas en niños mayores (Cubitt et al., 
2000), y su mayor incidencia en poblaciones urbanas sugieren que estas 
cepas se han introducido recientemente en una población no inmune. 
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Los rotavirus de algunos genotipos G/P, como G1P[8], G3P[8] y G4P[8], 
contienen los genes de las proteínas internas del genotipo 1 y pertenecen al 
genogrupo Wa. Por el contrario, las cepas G2P[4] contienen genes del genotipo 
2 y pertenecen al genogrupo DS-1 (Matthijnssens et al., 2008). Aunque existen 
reordenamientos inter-genogrupos, los datos obtenidos por (Matthijnssens et al., 
2009) sugieren que estas cepas con combinaciones mixtas (con genes tanto del 
genotipo 1 como del genotipo 2) tienen menor eficacia biológica (“fitness”) y no 
pueden competir con las cepas parentales. La selección natural de las cepas que 
contienen genes que funcionan mejor cuando se mantienen juntos puede limitar 
la diversidad de cepas de rotavirus que se generan por reordenamientos. Se tiene 
que producir un equilibrio entre las ventajas del reordenamiento génico y las 
desventajas de no combinar genes preferidos o proteínas preferidas. 
Con el objeto de analizar posibles divergencias en las secuencias de VP7 y 
de NSP4 de las cepas G9P[8] estudiadas, se ha procedido a realizar un análisis 
filogenético conjunto de las secuencias de ambos genes de cada cepa. 
 
 
6.2 MATERIAL Y MÉTODOS 
 
6.2.1 Muestras 
 
Las muestras de heces fueron recogidas de niños con gastroenteritis entre 
Octubre de 2005 y Octubre de 2009 en tres ciudades de la Comunidad Valenciana: 
Castellón de la Plana, Sagunto y Valencia, tal como fue descrito en los capítulos 
anteriores. Se escogieron aquellas cepas de las que fueron caracterizados los genes de 
VP7 (genotipo G9) y de NSP4 (ver capítulos II y III). 
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6.2.2. Estudio de las secuencias 
Se realizó la secuenciación e identificación de los productos de amplificación de 
las cepas escogidas y se procedió a la purificación de los productos de amplificación y 
secuenciación de los mismos como fue descrito en los capítulos II y III.  
Las secuencias de VP7 y NSP4 obtenidas fueron alineadas y comparadas con las 
secuencias de cepas de referencia (Figuras 24 y 29). Los genotipos de VP7 y NSP4 se 
determinaron mediante análisis filogenético utilizando el programa MEGA, versión 4.0, 
aplicando el método de Neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987). Las secuencias 
aminoacídicas deducidas se analizaron con el programa GenDoc versión 2.7. Los 
árboles filogenéticos se visualizaron con el programa MEGA y TreeView (versión 1.6.2) 
con los parámetros descritos en los capítulos anteriores. 
 Se estudió el polimorfismo y el nivel de divergencia de las secuencias de los 
distintos clusters obtenidos en el análisis filogenético utilizando el programa DnaSP 
versión 5.10.01 (Librado y Rozas, 2009). DnaSP es un programa informático interactivo 
para el análisis del polimorfismo de ADN a partir de datos de secuencias de nucleótidos 
(http://www.ub.edu/dnasp/) (Librado y Rozas, 2009). 
 
6.3. RESULTADOS 
6.3.1. Análisis de la unión de secuencias de VP7 y NSP4 del genotipo G9P[8] 
Se obtuvieron 57 secuencias del gen de VP7 (descritas en el capítulo II) y 59 
secuencias del gen de NSP4 (descritas en el capítulo III). Se escogieron las cepas de las 
que se disponía de las secuencias de ambos genes, resultando un total de 52 cepas (52 
secuencias del gen de VP7 y del gen de NSP4). 
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La distribución del número de cepas por ciudad y periodo invernal se muestra en 
la tabla 26.  
Ciudades 2005-06 2006-07 2007-08 2008-09  Total 
Castellón de la Plana 3 10 6 0 19 
Sagunto 2 6 3 1 12 
Valencia  1 3 13 4 21 
Total 6 19 22 5 52 
Tabla 26. Distribución de las muestras  de tres ciudades de la Comunidad Valenciana (2005-2009) 
en las que se caracterizó el gen de VP7 y de NSP4. 
 
6.3.2. Análisis filogenético de los genes VP7/NSP4. 
Se unieron los pares de secuencias (52 secuencias de VP7 y de NSP4) de cada 
cepa en sentido 5‟-3‟. Al realizarse esta uniones se obtuvieron 52 secuencias de 1.296 
pares de bases cada una, que fueron alineadas utilizando el programa de software 
Clustal X (Thompson et al., 1997). Se realizó el análisis filogenético con el programa 
MEGA versión 4.0, aplicando el método de Neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987).  
El análisis filogenético de los genes VP7/NSP4 de las 52 cepas reveló
 
que todas 
las cepas G9 se agrupan formando tres “clusters” definidos: un “cluster A” formado por 
42 cepas provenientes de las tres áreas de las cuatro temporadas estudiadas (“bootstrap” 
99%), un “cluster B” formado por 4 cepas (del área de Castellón de 2006) (“bootstrap” 
97%) y un “cluster C formado por 6 cepas (del área de Valencia, de 2007 y de 2008) 
(“bootstrap” 100%) (Figura 31). 
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Cluster A 
    VP7/NSP4 
 
 
 
 
 
 
                     
Cluster B 
    VP7/NSP4 
 
 
              Cluster C 
    VP7/NSP4 
 
 
 
Fig. 31. Dendrograma de secuencias nucleotídicas de la unión de secuencias de los genes de VP7 y 
NSP4. Se ha construido con secuencias parciales de VP7/NSP4 de 52 cepas de rotavirus G9P[8] de 
Castellón, Sagunto y Valencia (2005-2009) mediante el método Neighbor-joining y se muestran los 
valores de “bootstrap” superiores a 70 (1.000 réplicas). Longitud de las secuencias = 1.296 pb. La 
escala indica la distancia genética calculada por el método de Jukes-Cantor. 
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Fig. 32. Dendrograma de secuencias nucleotídicas de la unión de secuencias de los genes de VP7 y, 
NSP4. Se han construido con secuencias parciales de VP7, NSP4 de cepas de rotavirus G9P[8] de 
Castellón, Sagunto y Valencia (2005-2009) mediante el método Neighbor-joining y se muestran los 
valores de “bootstrap” superiores a 70 (1.000 réplicas). Las escalas indican las distancias genéticas 
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calculadas por el método de Jukes-Cantor. En los recuadros de color amarillo, azul y rojo se 
representan los “clusters” definidos en los análisis.  
 
6.3.3.  Polimorfismo y nivel de divergencia de las secuencias de VP7/NSP4 
 
Asimismo, como se describió anteriormente, se estudió el polimorfismo y el 
nivel de divergencia de las secuencias de los distintos “clusters” obtenidos en el análisis 
filogenético, utilizando el programa DnaSP versión 5.10.01 (Librado y Rozas, 2009). 
Se obtuvieron los siguientes resultados reflejados en las tablas 27 y 28.  
 
 
Cluster A Cluster B 
 
Cluster C 
 
Núm. de secuencias 42 4 6 
Núm. de sitios 
polimórficos 
107 51 37 
Núm. total de mutaciones 120 51 37 
 
Promedio de diferencias 
de nucleótidos, k 
12,918 25,833 12,800 
Diversidad nucleotídica, 
Pi 
0,01125 0,02250 0,001115 
Diversidad nucleotídica 
con Jukes y Cantor,  
Pi JC 
0,01138 0,02298 0,01128 
Desviación típica  
de Pi JC 
0,00155 0,00821 0,00399 
 
 
Tabla 27. Diversidad entre los grupos de secuencias  de los genes de VP7 y NSP4 de cepas del 
genotipo G9 de rotavirus. 
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Clusters A /B Clusters A /C 
 
Clusters B /C 
 
Núm. de diferencias fijas 16 16 10 
Mutaciones compartidas 14 11 11 
 
Promedio de diferencias 
de nucléotidos entre 
poblaciones 
53,619 47,837 51,750 
Promedio de 
sustituciones de 
nucleótidos por sitio 
entre poblaciones, Dxy 
0,04671 0,04167 0,04072 
Dxy con Jukes y Cantor, 
Dxy(JC) 
0,04825 0,04290 0,04189 
Desviación típica de    
Dxy(JC) 
0,00620 0,00475 0,01194 
Núm. de sustituciones 
netas de nucleótidos 
entre poblaciones, Da 
0,02983 0,003047 0,02380 
Da con Jukes y Cantor, 
Da(JC) 
0,03107 0,03157 0,02466 
Desviación típica de 
Da(JC) 
0,00700 0,00498 0,01266 
 
Tabla 28.  Diversidad entre grupos de secuencias de los genes de VP7/NSP4 de cepas del genotipo 
G9 de rotavirus 
 
 
 
 
 Tras el análisis del estudio del polimorfismo y del nivel de divergencia de las 
secuencias de los distintos “clusters” obtenidos  se observó un coeficiente de diversidad 
nucleotídica bajo, lo que nos hace inferir una homogeneidad entre las secuencias 
evaluadas.  
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6.4. DISCUSIÓN  
 
La caracterización de rotavirus mediantes métodos moleculares ha facilitado la 
identificación de los genotipos circulantes y la detección de cepas con potenciales 
reordenamientos (“reassortants”).  Se ha descrito en diferentes regiones geográficas un 
alto grado de diversidad de las cepas de rotavirus (Alfieri et al., 1996; Unicomb et al., 
1999; Cunliffe et al., 2000; Iturriza-Gomara et al., 2000; Kang et al., 2002). En el 
análisis de los datos del genotipado de rotavirus del capítulo I se indicó que diferentes 
genotipos comunes y no comunes circulaban en Castellón, Sagunto y Valencia entre 
2005-2009 (Tabla 15 y figuras 19-20). De estos, G1P[8] y G9P[8] fueron los genotipos 
más encontrados, en consonancia con la mayoría de los estudios en todo el mundo para 
este periodo. Rotavirus G9 es un genotipo que predominó tras ser introducido en la 
población por recombinación con virus animales o directamente de origen humano 
(Desselberger et al., 2001). Debido a que los rotavirus sufren mutaciones puntuales, que 
pueden ser utilizadas para clasificar los linajes y sublinajes dentro de los genotipos, es 
posible realizar un seguimiento filogenético de estas variantes. 
 
En este estudio, es el primer estudio donde se han investigado las cepas de 
rotavirus G9P[8] detectadas en tres ciudades de la Comunidad Valenciana, de las cuales 
se realizó la caracterización conjunta de los genes de las proteínas VP7 y NSP4.  
 
El análisis filogenético conjunto de los genes VP7/NSP4 reveló
 
que todas las 
cepas G9P[6] se agrupan formando tres “clusters” definidos descritos en el apartado de 
resultados (Figura 31).   
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Si comparamos el análisis filogenético individual de los genes codificantes de 
VP7 y de NSP4 (Capítulos II y III) con el análisis conjunto de los genes VP7 y NSP4 de 
estas mismas cepas se puede observar que en los tres análisis se mantiene la distribución 
de las secuencias en tres “clusters” (Figura 32). En general, los estudios de 
polimorfismo y variabilidad nucleotídica muestran siempre una baja diversidad entre las 
diferentes secuencias analizadas.  
 
Sin embargo,  se observan algunos cambios interesantes en los agrupamientos de 
las secuencias según se analicen individual o conjuntamente. Por ejemplo, las 
secuencias 736 VLC-2008 y 739 VLC-2008 pertenecen al “cluster” B de VP7 y al 
“cluster” A de NSP4. Cuando se realiza el análisis conjunto de VP7/NSP4 se mantienen 
dentro del “cluster” A, formando un “subcluster” propio (“bootstrap” 91%). 
 
La secuencia 481 CS-2006 se encuentra en el “cluster” C de VP7 asociada a la 
cepa 620 VLC-2007, mientras que está en el “cluster” B de NSP4 asociada a 305 CS-
2006, 306 CS-2006 y 310 CS-2006, al igual que en el árbol filogenético conjunto 
VP7/NSP4. Las secuencias que conforman el “cluster” A en los análisis individuales de 
VP7 y de NSP4 se mantienen en el mismo “cluster” en el análisis conjunto VP7/NSP4. 
 
Estos hallazgos sugieren que las cepas 736 VLC-2008, 739 VLC-2008 y 481 
CS-2006 contienen reordenamientos de los genes VP7 y NSP4 ocurridos entre cepas del 
genotipo G9, es decir, constituyen reordenamientos intra-genotipo. De igual forma que 
las cepas de rotavirus de distintos genotipos pueden coinfectar y dar lugar a cepas con 
reordenamientos inter-genotipos (“reassortants”), las cepas de un mismo genotipo 
pueden también coinfectar y generar reordenamientos de segmentos genómicos. 
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Habiéndose detectado 3 cepas con reordenamientos de un total de 52 cepas analizadas 
(5,7%), estos intercambios de material genético entre cepas no deben ser infrecuentes. 
 
Por último, el presente estudio filogenético de las cepas circulantes en la 
comunidad puede contribuir en un futuro a diseñar modelos predictivos de evolución 
genética de rotavirus, así como a plantear hipótesis sobre la asociación entre genotipos 
de VP7 y NSP4 y las consecuencias clínicas de la infección. 
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1.  La infección por rotavirus se observa en menores de 4 años, con mayor 
afectación de los menores de 1 año, e igual distribución entre ambos sexos, 
en la población infantil estudiada de Valencia y Castellón. 
2. El genotipo G9 de rotavirus ha predominado durante los periodos 2005-06 y 
2006-07, con un descenso brusco en 2007-08, no habiéndose detectado en 
2008-09.  
3. Todas las cepas de rotavirus G9 analizadas desde 2005 hasta 2009 presentan 
el genotipo P[8], a diferencia de las cepas estudiadas en otras áreas 
geográficas, en las que se han encontrado combinaciones con P[6] u otros 
genotipos P. 
4. Las cepas de rotavirus G9 circulantes en Valencia y Castellón pertenecen al 
linaje III y al sublinaje IIId, observándose una alta similitud entre ellas.  
5. Se han encontrado diferencias en los aminoácidos en cuatro de las cinco 
regiones antigénicas de la proteína VP7 de las cepas de rotavirus G9. Estos 
cambios son ocasionados por mutaciones puntuales, pudiendo modificar la 
antigenicidad de estas regiones variables. 
6. Todas las cepas de rotavirus G9 detectadas en el periodo 2005-2009 
presentan el genotipo B de NSP4, o E1 según la nueva nomenclatura 
propuesta. 
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7. A lo largo del tiempo estudiado (2005-09) se ha encontrado muy escasa 
variabilidad genética en el genotipo E1 de NSP4 de las cepas de rotavirus 
G9. 
8. Las secuencias deducidas de aminoácidos de NSP4 se mantienen altamente 
conservadas en las tres zonas hidrofóbicas, observándose algunos cambios 
en la región carboxi-terminal, en el dominio variable entre especies y en los 
dominios de unión a VP6 y a VP4.  
9. El análisis filogenético de los genes codificantes de VP7 y de NSP4, 
realizado tanto en forma individual como conjunta de ambos genes, 
demuestra que las secuencias se agrupan en tres “clusters”. 
10. Los estudios filogenéticos de los genes de VP7 y de NSP4 de 52 cepas del 
genotipo G9 han permitido detectar 3 cepas (5,7%) con reordenamientos 
genómicos (“reassortments”) intra-genotipo. 
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ANEXO 1 
Descripción de las cepas de rotavirus del genotipo G9 (ciudad, país, año de 
aislamiento) cuyos genes de VP7 se analizan filogenéticamente. Se indica el 
linaje VP7 y el núm. de acceso en GenBank. 
 
MUESTRA CIUDAD PAIS AÑO VP7  
 Número de acceso  de la 
secuencia (GenBank) 
ITA-MAR1-2005 GENOVA ITALIA 2005 
Linaje III d 
G9P[8] 
EF150338 
CIT-254RV CORK IRLANDA 2002 Linaje III c AF281044 
ISO-3 KOLKATA INDIA 2002 Linaje III d G9 AF501580  
00-SG2509VP7 TOKKYO JAPON 2004 Linaje III d G9 AB091748 
17025-03 BELFAST IRLANDA 2005 Linaje III d G9 DQ207390 
Mc345 SAPPORO JAPON 1994 Linaje III a D38055 
608VN HO CHI MINH VIETNAM 2002 Linaje III b AB091777 
97´SZ37 BEIJING CHINA 2000 Linaje IV AF260959 
OM67 NEBRASKA USA 1993-2001 Linaje V  AJ491179 
116E NEW DELHI INDIA 1993 Linaje II  L14072 
AU32 AKITA JAPON 2000 Linaje I  AB045372 
Hokkaido-14 SHICHINOHE JAPON 2004 Linaje VI a AB176677 
JP32-4 SHICHINOHE JAPON 2004 Linaje VI d G9 AB176682 
JP16-3 SHICHINONE JAPON 2005 Linaje VI c G9 AB176680 
t203 BEIJING CHINA 2000 Linaje VI f G9 AY003871 
K-1 AIKITA JAPON 1995 Linaje VI e G9 AB045374 
JP32-4 AOMORI JAPON 2004 Linaje  VI b G9 AB176682 
JP29-6 SHICHINOHE JAPON 2004 Linaje  VI g AB176681 
270 SAGUNTO ESPAÑA 2005 Linaje III d HQ450744 
263 SAGUNTO ESPAÑA 2005 Linaje III d HQ589063 
273 SAGUNTO ESPAÑA 2005 Linaje III d HQ589064 
277 VALENCIA ESPAÑA 2005 Linaje III d HQ589065 
284 VALENCIA ESPAÑA 2005 Linaje III d HQ596337 
297 CASTELLON ESPAÑA 2005 Linaje III d HQ596338 
305 CASTELLON ESPAÑA 2006 Linaje III d HQ595303 
306 CASTELLON ESPAÑA 2006 Linaje III d HQ595304 
308 CASTELLON ESPAÑA 2006 Linaje III d HQ595305 
310 CASTELLON ESPAÑA 2006 Linaje III d HQ596339 
312 CASTELLON ESPAÑA 2006 Linaje III d  HQ596340 
315 CASTELLON ESPAÑA 2006 Linaje III d  HQ613820 
321 CASTELLON ESPAÑA 2005 Linaje III d  HQ613821 
327 SAGUNTO ESPAÑA 2006 Linaje III d  HQ633063 
331 SAGUNTO ESPAÑA 2006 Linaje III d  HQ633064 
345 SAGUNTO ESPAÑA 2006 Linaje III d  HQ633065 
347 SAGUNTO ESPAÑA 2006 Linaje III d  HQ633066 
364 CASTELLON ESPAÑA 2006 Linaje III d  HQ655299 
424 VALENCIA ESPAÑA 2006 Linaje III d  HQ655300 
425 VALENCIA ESPAÑA 2006 Linaje III d  HQ655301 
445 CASTELLON ESPAÑA 2006 Linaje III d  HQ655302 
450 CASTELLON ESPAÑA 2006 Linaje III d  HQ655303 
452 VALENCIA ESPAÑA 2006 Linaje III d  HQ655304 
458 SAGUNTO ESPAÑA 2006 Linaje III d  HQ655311 
459 SAGUNTO ESPAÑA 2006 Linaje III d  HQ655310 
460 SAGUNTO ESPAÑA 2006 Linaje III d  HQ655312 
481 CASTELLON ESPAÑA 2006 Linaje III d  HQ655323 
482 CASTELLON ESPAÑA 2006 Linaje III d  HQ655324 
492 CASTELLON ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655329 
543 CASTELLON ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655330 
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572 VALENCIA ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655325 
573 VALENCIA ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655326 
575 VALENCIA ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655327 
576 VALENCIA ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655313 
586 VALENCIA ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655328 
589 VALENCIA ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655314 
606 VALENCIA ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655315 
615 VALENCIA ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655316 
617 VALENCIA ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655317 
620 VALENCIA ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655318 
621 VALENCIA ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655319 
622 VALENCIA ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655320 
625 CASTELLON ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655331 
629 CASTELLON ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655332 
630 CASTELLON ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655333 
652 SAGUNTO ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655321 
653 SAGUNTO ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ555322 
655 SAGUNTO ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655283 
656 SAGUNTO ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655284 
664 CASTELLON ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655285 
676 VALENCIA ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ655286 
680 VALENCIA ESPAÑA 2007 Linaje III d  HQ634584 
736 VALENCIA ESPAÑA 2008 Linaje III d HQ655309 
739 VALENCIA ESPAÑA 2008 Linaje III d  HQ634585 
751 SAGUNTO ESPAÑA 2006 Linaje III d  HQ634586 
766 VALENCIA ESPAÑA 2008 Linaje III d  HQ634587 
783 VALENCIA ESPAÑA 2008 Linaje III d  HQ634588 
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ANEXO 2 
 
Descripción de las cepas de rotavirus del genotipo G9 (ciudad, país, año de 
aislamiento) cuyos genes de NSP4 se analizan filogenéticamente. Se indica el 
genotipo NSP4 y el núm. de acceso en GenBank. 
 
 
MUESTRA CIUDAD PAIS AÑO NSP4  
 Número de acceso  de la 
secuencia (GenBank) 
SI-885/06 LJUBLJANA SLOVENIA 2006 E1 DQ995181 
Omsk07-78 SIBERIA RUSIA 2007 E1 GU138210 
PA110/05 PALERMO ITALIA 2005 E1 EU872163 
1052 ATLANTA USA 1999 E1 AJ236765 
OSU AKITA JAPON 1996 E1 D88831 
Wa OHIO USA 1998 E1 AF093199 
AU32 AKITA JAPON 1996 E1 D88830 
KUN AKITA JAPON 1996 E2 D88829 
RV5 VITORIA AUSTRALIA 1996 E2 U59103 
AU1 AKITA JAPON 1996 E3 D89873 
EW CALIFORNIA USA 1997 E7 U96335 
Ch-1 GIFU JAPON 2001 E10 AB065287 
PO-13 GIFU JAPON 2001 E11 AB009627 
270 SAGUNTO ESPAÑA 2005 E1 HQ450743   
273 SAGUNTO ESPAÑA 2005 E1 HQ589060 
277 VALENCIA ESPAÑA 2005 E1 HQ589061 
297 CASTELLON ESPAÑA 2005 E1 HQ589062 
305 CASTELLON ESPAÑA 2006 E1 HQ595300 
306 CASTELLON ESPAÑA 2006 E1 HQ595301 
308 CASTELLON ESPAÑA 2006 E1 HQ595302 
309 CASTELLON ESPAÑA 2006 E1 HQ596341 
310 CASTELLON ESPAÑA 2006 E1 HQ596342 
312 CASTELLON ESPAÑA 2006 E1  HQ596343 
313 CASTELLON ESPAÑA 2006 E1  HQ613816 
314 CASTELLON ESPAÑA 2005 E1  HQ613817 
315 CASTELLON ESPAÑA 2006 E1  HQ613818 
321 CASTELLON ESPAÑA 2005 E1  HQ613819 
327 SAGUNTO ESPAÑA 2006 E1  HQ633067 
331 SAGUNTO ESPAÑA 2006 E1  HQ633068 
345 SAGUNTO ESPAÑA 2006 E1  HQ633069 
364 CASTELLON ESPAÑA 2006 E1  HQ655262 
373 VALENCIA ESPAÑA 2006 E1  HQ655263 
424 VALENCIA ESPAÑA 2006 E1  HQ655264 
425 VALENCIA ESPAÑA 2006 E1  HQ655265 
445 CASTELLON ESPAÑA 2006 E1  HQ655266 
450 CASTELLON ESPAÑA 2006 E1  HQ655267 
452 VALENCIA ESPAÑA 2006 E1  HQ655268 
458 SAGUNTO ESPAÑA 2006 E1  HQ655269 
459 SAGUNTO ESPAÑA 2006 E1  HQ655270 
460 SAGUNTO ESPAÑA 2006 E1  HQ655271 
475 SAGUNTO ESPAÑA 2006 E1  HQ655272 
481 CASTELLON ESPAÑA 2006 E1  HQ655293 
482 CASTELLON ESPAÑA 2006 E1  HQ655294 
492 CASTELLON ESPAÑA 2007 E1  HQ655288 
541 CASTELLON ESPAÑA 2007 E1  HQ655273 
543 CASTELLON ESPAÑA 2007 E1  HQ655289 
572 VALENCIA ESPAÑA 2007 E1  HQ655295 
573 VALENCIA ESPAÑA 2007 E1  HQ655296 
ANEXOS______________________________________________________________ 
 
  
168 
575 VALENCIA ESPAÑA 2007 E1  HQ655297 
586 VALENCIA ESPAÑA 2007 E1  HQ655298  
589 VALENCIA ESPAÑA 2007 E1  HQ655274 
606 VALENCIA ESPAÑA 2007 E1  HQ655275 
615 VALENCIA ESPAÑA 2007 E1  HQ655276 
617 VALENCIA ESPAÑA 2007 E1  HQ655277 
620 VALENCIA ESPAÑA 2007 E1  HQ655278 
621 VALENCIA ESPAÑA 2007 E1  HQ655279 
622 VALENCIA ESPAÑA 2007 E1  HQ655280 
625 CASTELLON ESPAÑA 2007 E1  HQ655290 
629 CASTELLON ESPAÑA 2007 E1  HQ655291 
630 CASTELLON ESPAÑA 2007 E1  HQ655292 
636 CASTELLON ESPAÑA 2007 E1  HQ655281 
652 SAGUNTO ESPAÑA 2007 E1  HQ655282 
655 SAGUNTO ESPAÑA 2007 E1 HQ655283 
656 SAGUNTO ESPAÑA 2007 E1  HQ655284 
664 CASTELLON ESPAÑA 2007 E1  HQ655285 
676 VALENCIA ESPAÑA 2007 E1  HQ655286 
680 VALENCIA ESPAÑA 2007 E1  HQ634584 
736 VALENCIA ESPAÑA 2008 E1  HQ655287 
739 VALENCIA ESPAÑA 2008 E1  HQ634585 
751 SAGUNTO ESPAÑA 2006 E1  HQ634586 
766 VALENCIA ESPAÑA 2008 E1  HQ634587 
783 VALENCIA ESPAÑA 2008 E1  HQ634588 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
